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   Introduccion 
INTRODUCCIÓN 
1.1. La carne 
1.1.1. Definición de carne a efectos sanitarios 
El término “carne” tiene varios usos y significados según el contexto, sin embargo, teniendo 
en cuenta las disposiciones sobre inspección de carnes, se considera a todas las porciones de la 
canal que sirven para consumo humano y los alimentos elaborados a partir de las mismas (Prändl, 
1994). 
“Carne”, se puede definir como el músculo de los animales usado como alimento por los 
seres humanos. Esta definición se limita a unas pocas decenas de cerca de las 3000 especies de 
mamíferos, incluyendo además de la musculatura, órganos como el hígado, los riñones, el cerebro y 
otros tejidos comestibles (Lawrie, 1998). Para los efectos sanitarios de la carne este adquiere pues 
un sentido genérico en el que se incluyen todas las partes de los animales de abasto sanos, 
sacrificados en condiciones higiénicas y que sirven de alimento para el hombre, sin embargo en 
ocasiones se limita solamente a la musculatura esquelética. 
1.1.2. Definición comercial de carne 
El  RD 1324/2002, transposición de una Directiva con el objeto de armonización comunitaria 
a efectos de etiquetado y que entró en vigor en julio de 2003 define el término carne como: “Los 
músculos del esqueleto, (diafragma y maseteros incluidos, pero no así el corazón, la lengua, los 
músculos de la cabeza, diferentes de los maseteros, del carpo, del tarso y de la cola), de las 
especies de mamíferos y de aves (reconocidas como aptas para el consumo humano con los tejidos 
naturalmente incluidos o adheridos a ellos. 
1.1.3. Composición e importancia nutritiva de la carne 
La carne es una fuente fundamental para suministro de proteínas. Su composición varía 
según la especie y las distintas partes del animal de donde procede la carne, pero en general, los 
valores medios para la composición bruta de la fracción comestible, o sea, libre de grasa 
subcutánea de la carne fresca son: proteína (16-22 %), grasa (1,5-13 %), humedad (65-80 %), 
hidratos de carbono (0.5-1.5 %) y 1% de cenizas. La eliminación de pequeñas cantidades de grasa 
del músculo magro tiene como consecuencia un incremento de los niveles de proteína y humedad, 
además, un importante descenso en las cantidades de grasa y energía. Un músculo magro 
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cuidadosamente seleccionado y del que se ha eliminado la grasa de cobertura puede tener tan sólo 
un 3-5% de grasa. La carne comercial no posee prácticamente carbohidratos (menos del 1%) y 
tampoco contiene fibra (Price y Schweigert, 1994). 
En general, la carne y sus derivados son de alta digestibilidad 95-100%, mientras que la de 
los alimentos vegetales es tan sólo el 65-75% (Hopkins, 1981). El contenido lipídico, vitamínico y de 
minerales es notable, aunque el mayor interés en cuanto a la composición de oligoelementos es 
como fuente de hierro, disponible en mayor proporción que la que se puede encontrar en otros 
alimentos como las leguminosas y los cereales. El hemo-hierro de la carne presenta una excelente 
absorción y, además, incrementa la absorción del hierro procedente de otras fuentes alimenticias 
(Godber, 1994). 
Los aminoácidos de la carne en general son resistentes al tratamiento térmico durante los 
procesos de cocinado. Sin embargo, durante el escaldado de pequeños trozos de músculo fresco, 
se pueden perder ciertas cantidades de lisina, metionina y triptófano (Bodwell y Anderson, 1986). 
Las metodologías comúnmente empleadas en la producción comercial de carnes curadas no 
afectan al valor nutritivo de la proteína de la carne. El enlatado tiende a reducir la digestibilidad de la 
carne y el valor nutritivo de la proteína de la carne se ve  también ligeramente afectado. Estas 
modificaciones están correlacionadas con la intensidad del tratamiento térmico a que es sometida la 
lata durante el proceso de esterilización. Los métodos de congelación rápida, liofilización y radiación 
ionizante no producen modificaciones significativas en el valor biológico de la proteína cárnica 
(Bodwell y Anderson, 1986; Lawrie & Ledward, 2006); sin embargo el proceso de deshidratación 
afecta a la digestibilidad y el valor nutritivo, debido a cambios oxidativos, enzimáticos, la formación 
de cristales de hielo y pequeños cambios degradativos que pueden seguir ocurriendo durante el 
almacenamiento (Zhou y col., 2010). 
 
1.1.4. Microbiología de la carne fresca 
A pesar de que el músculo como tal, es prácticamente estéril, la contaminación de 
productos cárnicos con bacterias es inevitable durante el procesado de la materia prima (Labadie, 
1999). Esta contaminación es consecuencia de una amplia variedad de manipulaciones a la que se 
somete durante el procesado así como de fuentes del propio animal (Boerema y col., 2003; Gill y 
Landers, 2004; Gill y McGinnis, 2000), por lo tanto, se puede considerar que las características de la 
microbiota que se desarrolla en la carne y sus productos son el resultado de las condiciones 
ambientales predominantes que pueden favorecer al crecimiento de un tipo de microbiota 
inicialmente presente en la materia prima o introducida por la contaminación cruzada (Barkocy- 
Gallagher y col., 2003; Fegan y col., 2004). En general, el conjunto de factores intrínsecos y 
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extrínsecos se imponen en la selección microbiana, de forma que pueden determinar la cantidad y 
el tipo de microorganismos presentes en el producto final. Los factores intrínsecos son 
predominantemente de naturaleza química/bioquimica Tales como: la disponibilidad de nutrientes y 
su concentración, pH, el potencial redox, la aw, la estructura de la carne, mientras los factores 
extrínsecos están relacionados con las condiciones medioambientales de procesamiento que 
incluyen: equipos, utensilios, operarios, entre muchos otros y el almacenamiento (Dainty y col., 
1983, 1992; Fung y col., 2008; Koutsoumanis y col., 2006; Labadie, 1999; Nychas y col., 2008). En 
el almacenamiento podemos encontrar parámetros importantes como la temperatura y la 
disponibilidad de oxígeno, que a menudo son manipulados para ampliar la vida útil de la carne y sus 
productos. La higiene durante el sacrificio y la manipulación de las piezas, junto con una adecuada 
refrigeración tiene una importancia crucial en la calidad y seguridad de la carne. Las bajas 
temperaturas empleadas para el enfriamiento inmediato de las canales, representan la primera 
barrera para frenar el desarrollo bacteriano (Chang y col., 2003; Beaufort, y col., 2009). Además, la 
microbiota de las canales es sumamente dependiente de las condiciones ambientales en las cuales 
los animales fueron criados, transportados, sacrificados y procesados (Fike y Spire, 2006). Las 
condiciones durante el sacrificio, la extensión de contaminación durante el mismo y la relación 
tiempo-temperatura de almacenamiento son factores importantes que van a determinar la calidad 
microbiológica de la carne (Looper y col., 2006; Aymerich y col., 2008; Zhou y col., 2010). 
Recientemente, la introducción de innovaciones en la tecnología de la industria cárnica para reducir 
la contaminación y desarrollo de agentes patógenos y alterantes del producto, han recibido una 
especial atención y han demostrado ser eficaces (Ghafir y col., 2005; Rault y col. 2012). Después de 
la preparación de las canales, la microbiota en ellas presente comprende una mezcla de mesófilos y 
psicrótrofos, que será seleccionada gradualmente durante el proceso de refrigeración de la carne. 
En estas condiciones, el crecimiento de mesófilos es lento, mientras la microbiota psicrótrofa se va a 
desarrollar con normalidad. Debido a que la mayor parte de los patógenos que pueden estar 
presentes son mesófilos, la carne obtenida en buenas condiciones de higiene no representará 
ningún riesgo para la salud del consumidor. Sin embargo, L. monocytogenes ha seguido levantando 
preocupaciones en la seguridad alimentaria durante más de dos décadas, sobre todo en lo que 
concierne a productos "listo para consumo”. La listeriosis se sitúa entre las enfermedades 
transmitidas por alimentos de mayor relevancia en la salud pública, debido al impacto social y 
económico que tiene por la severidad de su cuadro clínico y altos índices de mortalidad (DFBMD, 
2008; Medline Plus, 2010), por todo el mundo brotes de origen alimentarlo en los cuales los 
productos cárnicos fueron implicados han estado ocurriendo durante las dos décadas pasadas 
(Mead y col., 2005; Okutani y col., 2004; Vaillant y col., 2005). Debido a su carácter ubicuo, L. 
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monocytogenes puede crecer en rangos de temperaturas  de entre 1 a 45 ºC, a pH 4.6-9.6, en 
presencia de altas concentraciones de sal, y puede sobrevivir al tratamiento que se someten los 
equipamientos y otros utensilios incluidos los de acero inoxidable, mediante la formación de biofilms, 
que podrían ser una potencial fuente de contaminación (Autio y col., 1999; Keskinen y col. 2008). 
Este hecho pone de relevancia los biofilm como un factor de importancia en la  contaminación 
cruzada. Un alto porcentaje de Listeria spp. y L. monocytogenes (el 73 % y el 75 %, 
respectivamente) han sido detectados en carne de ternera congelada (Hassan y col, 2001). Aunque 
se han desarrollado varias estrategias de evaluación de riesgo para controlar L. monocytogenes en 
productos alimenticios (Chen y col., 2003; Salvat y Fravalo, 2004; ILSI Research Foundation; Risk 
Science Institute, 2005), los datos sugieren que este patógeno difícilmente puede ser 
completamente eliminado del ambiente de procesamiento y de determinados productos alimenticios 
(Castellano y col., 2009).  
Una vez sacrificados los animales y preparadas las canales, el desarrollo microbiano 
dependerá de las condiciones de almacenamiento, durante el cual, los factores del ambiente de 
almacenaje como las temperaturas, atmósfera gaseosa y el pH de la carne, seleccionarán el 
crecimiento de ciertas bacterias. 
El almacenamiento de la carne en frío disminuye el crecimiento bacteriano, sólo una 
pequeña cantidad  (10 %) de las bacterias inicialmente presentes tendrán la capacidad de crecer a 
temperaturas de refrigeración (Sun y Holley, 2012). La reducción de oxígeno usada en envasado al 
vacío o atmósferas modificadas reduce drásticamente la presencia de Pseudomonas mientras otros 
grupos de la microbiota bacteriana será gradualmente seleccionada hacia organismos tolerantes al 
CO2, lo que podrá contribuir a evitar el rápido deterioro, extensión de la vida útil y preservación de la 
calidad del producto (Brody y col., 2008). En estas condiciones, los microorganismos dominantes 
resultarán ser Brochothrix thermosphacta, bacterias ácido lácticas, principalmente los Lactobacillus, 
Leuconostoc y Carnobacterium (Fontana y col., 2006; Jones, 2004). 
 
1.1.5. Conservación de la carne 
A diferencia de la gran mayoría de las industrias modernas, la industria de elaboración de la 
carne y subproductos asienta sus bases en los tiempos prehistóricos. Desde aquel entonces el 
hombre ha tenido que afrontar grandes problemas para evitar el rápido deterioro de los alimentos 
frescos, por lo que su conservación siempre ha constituido una preocupación, razón por la que ya 
en la más antigua literatura aparecen referencias que indican que ciertas prácticas de conservación 
de la carne eran de conocimiento común. La desecación de la carne era empleada por los 
aborígenes de América; las técnicas de ahumado y salazón eran empleadas ya en el año 1000 a.C. 
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Básicamente el objetivo esencial de las técnicas de conservación es crear barreras que permitan un 
cierto control sobre las reacciones químicas, enzimáticas (proteínas activas) de los propios 
alimentos y la actividad de los microorganismos responsables del deterioro de los alimentos, 
logrando de esta forma la estabilidad de los productos alimenticios durante su almacenamiento y 
comercialización. Estas barreras se pueden lograr de manera aislada o mediante la combinación de 
factores de conservación, con el consiguiente retraso en la degradación de los componentes de los 
alimentos e inhibir el crecimiento de los microorganismos patógenos, lo cual permitirá mantener las 
características sensoriales y condiciones de seguridad de los alimentos.  
En términos generales dos tipos de procedimientos de conservación son comúnmente 
empleados: los métodos físicos (como el calor, el frío, el empleo de radiaciones ionizantes y el 
envasado) y químicos (aditivos), es también frecuente la combinación de ambos métodos. 
La refrigeración es el método de conservación más empleado para garantizar la seguridad y 
extensión de la vida útil de los alimentos. La aplicación de esta forma de conservación tiene la 
ventaja de no producir modificaciones en la calidad de los productos alimenticios. Así, no se 
producen alteraciones importantes en el color, el sabor o la consistencia, además de permitir un 
periodo de conservación prolongado (Voges y col., 2007; Beaufort y col., 2009). Las bajas 
temperaturas constituyen la primera barrera que los microorganismos alterantes y patógenos de los 
alimentos tienen que superar para su crecimiento. 
Para garantizar que la refrigeración sea efectiva, es necesario en primer lugar que la carne a 
refrigerar sea de buena calidad, así como la aplicación del frio inmediatamente después del 
sacrificio y despiece. Además hay que asegurar el descenso rápido de las temperaturas y el 
mantenimiento de las mismas. Otros aspectos importantes a tener en cuenta además de lograr un 
descenso rápido son las siguientes: 
• Temperatura: La temperaturas de refrigeración a aplicar tendrán que ver con el tipo de 
alimento, para los tejidos animales la refrigeración ha de realizarse a bajas temperaturas, de 
entre -1 a 7ºC. 
• Circulación y purificación del aire. La circulación del aire debe ser adecuada para mantener 
una temperatura necesaria e uniforme en todo el recinto de almacenamiento. La purificación 
es importante para eliminar compuestos aromáticos liberados por otros alimentos 
almacenados conjuntamente con la carne y que podrían ser absorbidos por la misma. 
 
1.1.5.1. Envasado de la carne fresca   
Debido al cambio en los hábitos de los consumidores en los últimos años que demandan 
productos frescos y que la globalización de los mercados implica a su vez tener que recorrer 
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grandes distancias desde las zonas de producción hasta el consumidor final, esto añadido al hecho 
de que la distribución de la carne exige una amplia manipulación de dicho alimento fresco, el 
empleo de un envase protector conjuntamente con la refrigeración va a permitir mantener la calidad 
y frescura de la carne por un periodo prolongado, denominándose dicho periodo “vida útil” 
(Aymerich y col., 2008). Además el envase ejerce un papel fundamental como soporte del 
etiquetado. 
Hay varios factores a mencionar que pueden afectar la vida útil de los productos cárnicos y 
que hay que tener en cuenta a la hora de proceder al envasado de la carne. Estos son los 
siguientes: 
1 – Pérdida o ganancia de humedad: La pérdida puede provocar disminución del sabor. La 
ganancia puede facilitar el desarrollo de agentes microbianos en la superficie. Para evitar estos 
inconvenientes se han creado envases impermeables al vapor de agua y el desarrollo de técnicas 
como el envasado al vacío. 
2 – Desarrollo de los agentes microbianos: este factor está directamente relacionado con la 
vida útil de los  productos cárnicos. Para la vida útil de las carnes es muy importante la carga inicial, 
la atmósfera interior del envase y la temperatura de almacenamiento. Los microorganismos 
psicrotrofos aerobios son generalmente los responsables de la alteración de las carnes 
almacenadas en refrigeración (Ercolini y col., 2009), por lo que el uso de un envase impermeable al 
oxígeno y envasado al vacío resulta importante para inhibir el crecimiento de estos microorganismos 
responsables del deterioro (Skandamis y Nychas, 2002; Cornforth y Hunt, 2008). 
3 – Color: es un factor importante desde el punto de vista comercial, ya que en el mercado la 
selección del producto por los consumidores obedece al aspecto de éste que viene dado 
fundamentalmente por el color que presenta puesto que el consumidor lo relaciona directamente 
con la frescura (Cornforth y Hunt, 2008). Este criterio no se corresponde con la realidad ya que el 
uso de material impermeable al oxígeno, hace que la oximioglobina, responsable del color rojo 
brillante, se transforme en otras formas menos coloreadas de dicho pigmento, adquiriendo 
tonalidades pardas o púrpuras, menos apetecibles para el consumidor pero no indicativas de un 
menor grado de frescura. Este inconveniente se ha subsanado con la introducción en el sistema de 
envasado de películas permeables al oxígeno (Zhou y col., 2010). 
Existe una diversidad de materiales usados para el envasado de productos cárnicos. Por lo 
general el material de envasado no es único, si no que se emplea la combinación de diversos tipos 
de láminas, formando un material compuesto que conjuga las propiedades que el producto a 
envasar requiere para una mejor conservación del mismo. La selección de los componentes de un 
envase multilaminar va a depender de las propiedades que se quieran para el producto final (Lee y 
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col., 2008). Hay que tener en cuenta la permeabilidad al oxígeno y al vapor de agua, así como las 
características de dureza, estabilidad, facilidad para la impresión y sellado, así como la facilidad en 
su procesamiento, necesidades del mercado y, sobretodo, el coste (Sebranek y Houser, 2006). Los 
materiales flexibles del envasado se agrupan teniendo en cuenta la función que desempeñan dentro 
de la estructura multicapa. 
 Un ejemplo de materiales de envasado flexible son las bolsas  
Son envases preformados, con lado abierto por el que se introduce el producto. Pueden 
hacerse con una estructura multicapa no retráctil en la parte inferior o bien ser una película con 
forma cilíndrica y termorretráctil. Permiten controlar el exudado siempre y cuando se consiga evitar 
la presencia de arrugas (Brody, 1996). Suelen usarse para envasar productos de forma irregular o 
loncheada. 
 
1.1.5.2. Sistemas de envasado 
El envasado juega un papel crucial en la conservación de los alimentos por su papel en la 
inhibición del deterioro químico y microbiológico durante el procesado y almacenamiento (Rodgers, 
2007, Chen y Xiong, 2008; Zhou y col., 2010). La elección de un determinado sistema de envasado 
obedece fundamentalmente a la naturaleza del producto, la cantidad a producir, la necesidad de un 
equipo versátil que permita el envasado de diferentes productos, su coste y las necesidades 
específicas del mercado (demanda). La naturaleza del producto es de extrema importancia porque 
si el  producto a envasar es de bajo contenido graso y alto grado de humedad se debe de inhibir 
especialmente el crecimiento de los microorganismos. En cambio, si el producto es de alto 
contenido graso y de una baja actividad de agua, lo más importante es la protección contra la 
oxidación. Al envasar la carne para la venta directamente al consumidor se tiene en cuenta la 
permeabilidad al oxígeno, de manera que garantice que esta llegue al consumidor con su color 
brillante característico, que es el demandado por el consumidor (Han, 2005; Duizer y col., 2009). 
Los sistemas de envasado se clasifican en función del material, del proceso de elaboración 
del envase, y del método de eliminación de oxígeno para alcanzar el vacío. Así, algunos de los 
sistemas de envasado más interesantes son: envasado al vacío, en atmósfera modificada y Sistema 
Darfresh. 
 
1.1.5.3. Envasado al vacío 
Es una técnica bastante empleada, básicamente consiste en eliminar aire del envase y en 
consecuencia la reducción de oxígeno del envase, lo que minimiza el deterioro causado por las 
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reacciones oxidativas, además de producir una reducción drástica de la microbiota aerobia 
alterante, permitiendo de esta manera prolongar la vida útil del producto (Zhou y col., 2010).  
Durante el envasado al vacío el oxigeno va disminuyendo gradualmente, mientras que el 
CO2, ácido láctico por glucólisis y otros productos metabólicos se van acumulando. En estos 
procesos intervienen además de los microorganismos los procesos enzimáticos de los tejidos. Estas 
modificaciones harán que disminuya el perfil microbiano, disminuyendo el crecimiento y 
multiplicación de los microorganismos como Pseudomonas, Brochothrix thermosphacta y 
Enterobacterias, en un proceso selectivo que favorece el incremento de la microbiota bacteriana 
Gram-positiva tolerante al ácido láctico y al CO2. Sobre estas condiciones, los microorganismos 
dominantes serán las bacterias acido lácticas, destacándose los géneros Lactobacillus, Leuconostoc 
y Carnobacterium (Castellano y col., 2008; Fontana y col., 2006; Jones, 2004). 
La carne envasada al vacío se caracteriza por adquirir un color púrpura, lo cual no se dará 
importancia ya que una vez que se abre el envase y entra en contacto con el oxigeno atmosférico, 
recupera el color rojo característico de la carne fresca preferido por los consumidores  (Taylor, 
1985). 
Resumiendo, se puede plantear que en las condiciones de almacenamiento en vacío, o sea, 
en anaerobiosis, la microbiota dominante en carne fresca es la microbiota ácido láctica en general 
(Sakala y col., 2002), que a bajas temperaturas pueden superar a sus competidores (Brody, 1996). 
En carne envasada al vacío y almacenada entre 0 y 4,2 ºC, el crecimiento de microorganismos 
aerobios es escaso, mientras el crecimiento de los Lactobacillus es favorecido, interfiriendo éstos 
además en el crecimiento de las bacterias aerobias. 
 
1.1.5.4. Sistema de envasado en atmósferas modificadas 
Este sistema de envasado constituye una mejora de la tecnología de envasado al vacío 
implicando la eliminación del aire contenido en el envase, seguida de la inyección de un gas o 
mezcla de ellos, lograndose de esta forma el envasado al vacío con atmósfera controlada y 
modificada, lo cual desfavorece marcadamente el desarrollo de los microorganismos (García-
Iglesias y col., 2006; Gobantes y Gómez, 2007). En el envasado en atmósfera modificada el gas de 
relleno empleado puede ser el nitrógeno (78%), que es un gas inerte, el oxigeno (20.99%), argon 
(0.94%), aunque también se puede usar un gas más reactivo como es el caso del CO2 (0.03%) 
(McMillin, 2008). El CO2 reacciona con la humedad de la superficie de la carne dando lugar a ácido 
carbónico, que inhibe algunos microorganismos. Algunas bacterias psicrótrofas alterantes de las 
carnes, como es el caso de Pseudomonas y Acinetobacter, son sensibles al CO2. Sin embargo las 
levaduras y las bacterias ácido lácticas son capaces de sobrevivir en atmósferas ricas en CO2 y han 
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sido la microbiota dominante, ejerciendo una función protectora y aumentando así la seguridad en 
los alimentos almacenados en estas condiciones (Stiles y col., 1996; Matarangas y col., 2003). El 
emplear altas concentraciones de O2  combinado con el CO2 en el envasado de la carne fresca, 
permite mantener el color rojo brillante característico de la carne, mientras que el  CO2 interfiere en 
el crecimiento de los microorganismos aerobios (Luño y col., 2000; Belcher, 2006; Leo y Toldrá, 
2006; Zhou y col., 2010).  
 
1.1.5.5. Materiales de envasado 
Los materiales más empleados para la fabricación, tanto de bolsas como films, son: 
polietileno (PE), polipropileno (PP), poliamida (PA), poliestireno (PS), policloruro de vinilo (PVC), 
policloruro de vinilideno (PVDC), copolímero etilenoacetato de vinilo (EVA), polietileno ionómeros y 
combinación de ellos para un aprovechamiento de cada una de las propiedades individuales 
(Gómez y col., 2001). 
El polietileno (PE) se puede clasificar, de acuerdo a su densidad, en polietileno de baja 
densidad (LDPE), lineal de baja densidad (LDPE) y de alta densidad (HDPE). La diferencia principal 
con respecto al LDPE radica en su mayor resistencia, rigidez y la buena integridad de sellado en 
caliente. Los principales inconvenientes en relación al LDPE son: requiere una mayor temperatura 
de soldadura, menor brillo y transparencia, mayor dificultad para incorporar aditivos y más costoso. 
Por último, el HDPE que comparado con el LDPE, es más consistente, más rígido, muy resistente a 
los impactos, al frotamiento y al desgaste. Su principal ventaja frente a los otros PE es una mayor 
barrera a la humedad y a los gases. El polipropileno (PP) es un polímero de propileno que 
habitualmente se presenta de forma lineal y con estructuras semicristalinas. Su principal propiedad 
es una alta resistencia térmica, siendo posible su esterilización por calor (121-135 °C), aunque para 
efectuar tratamientos a 135 °C es recomendable emplear homopolímeros con un punto de fusión de 
145 °C.  
Las poliamidas se designan por una o varias cifras (PA-6, PA-6,6). Una sola cifra 
corresponde a PA obtenidas a partir de una molécula con un grupo ácido y otro amina. Dicha cifra 
indica el número de átomos de carbono del monómero empleado. Dos cifras separadas por una 
coma, son PA obtenidas por policondensación de un diácido y una diamina e indican el número de 
átomos de carbono del ácido y de la amina, respectivamente. 
El poliestireno (PS) se obtiene por polimerización del estireno (vinilbenceno) resultando un 
polímero amorfo. 
El Policloruro de vinilo (PVC) se obtiene por polimerización del cloruro de vinilo, dando 
como resultado un material muy rígido, por lo que generalmente se formula con plastificantes. Este 
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presenta buenas propiedades ópticas, es termoformable y termosellable. El cloruro de vinilo se 
puede copolimerizar con cloruro de vinilideno para dar el policloruro de vinilideno (PVDC), que junto 
con plastificantes se utiliza en la fabricación de envases. Su principal desventaja es su elevada 
cristalinidad (rigidez y fragilidad) y las dificultades para su procesado por su baja resistencia térmica 
(punto de fusión próximo a su temperatura de descomposición). 
El copolímero de etil-vinil-acetato (EVA) se obtiene por copolimerización de etileno y acetato 
de vinilo (VA). Sus propiedades dependen fundamentalmente del peso molecular del polímero y del 
contenido de acetato de vinilo. Se emplea como sustituto del LDPE cuando se requieren 
características especiales de adaptabilidad y soldabilidad. En porcentajes bajos de VA (2-5%), se 
utiliza en envases para productos congelados y para películas retráctiles o estirables. Por hidrólisis 
del grupo acetil se obtiene el copolímero etileno-alcohol vinílico (EVOH), el cual es transparente y 
muy duro siendo una alta barrera al O2 y CO2, en condiciones de humedad baja. Por esta razón, se 
emplea en la coextrusión, nunca siendo una de las caras externas. Para evitar el contacto con la 
humedad, hecho que puede afectar a su permeabilidad, se lamina en ambas caras con materiales 
resistentes al agua, como PP o PE. 
El polietileno ionómero se trata de un copolímero de etileno y ácido acrílico, neutralizado en 
todo o en parte con sales de sodio y zinc, donde intervienen también enlaces de carácter iónico. Sus 
propiedades son similares al LDPE, pero mejoradas. Su principal uso es en coextrusiones y 
laminados complejos en los que se requiere gran poder de adhesión y un termosellado efectivo, por 
ejemplo, envases para productos pulverulentos y para productos grasos o con salsas, ya que es 
capaz de termosoldar a través de la suciedad. 
Por último, el polietilen-tereftalato (PET) es el poliéster más difundido dentro de los 
materiales de envase y se emplea en la fabricación de complejos obtenidos por extrusión plana y 
posterior biorientación. También es posible encontrar copoliésteres por modificaciones en sus 
unidades estructurales, aunque siempre utilizando como base el PET. Estas modificaciones aportan 
una importante disminución de la cristalinidad del material por lo que se mejoran sus propiedades 
mecánicas. El más empleado es el PETG (poliéster glicol modificado) en el que un porcentaje de 
glicol se sustituye por ciclohexil-demetanoglicol. Sus propiedades pueden ser mejoradas durante la 
fabricación mediante procesos de biorientación. 
 
1.1.5.6. Nuevo método de envasado de carne fresca refrigerada: el sistema Darfresh. 
El método “Darfresh” (Cryovac)®, conjuga ventajas del sistema de envasado a vacío 
tradicional con la particularidad de realizar un tratamiento térmico superficial de la carne a envasar, 
aspecto no considerado hasta muy recientemente, dicho tratamiento térmico superficial es 
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consecuencia de la disposición de la película multicapa sobre la superficie de la carne a una 
temperatura próxima a los 220 ºC. 
Parte de los efectos de este sistema de envasado revolucionario sobre los mecanismos de 
maduración y alteración de la carne han sido estudiados en nuestro laboratorio (Barros-Velázquez y 
col. 2003; Vázquez y col. 2004) consecuencia de este proceso es el eficiente control microbiológico 
durante el almacenamiento del producto envasado (Barros-Velázquez y col. 2003), lo que 
probablemente repercute sobre la viabilidad y desarrollo tanto de la microbiota madurativa, 
básicamente bacterias ácido lácticas, como sobre los microorganismos alterantes y/o patógenos. 
El envase utilizado para este sistema de envasado, consta de dos partes a mencionar: 
1 - Film inferior Darfresh Caryovac PS: son fibras termoformables rígidas y semirígidas. 
Estas láminas aseguran una excelente presentación del producto y en combinación con el film 
superior, alargan la conservación del producto. Los films inferiores rígidos incorporan propiedades 
especiales de barrera a los gases y al vapor de agua; permiten también una fácil impresión sobre 
ellos y como resultado un etiquetado más sencillo.   
2 – Film Superior TS201 Darfresh Cryovac: es un film multicapa coextruido altamente 
flexible y resistente a la manipulación, es adecuado para el envasado de productos de distintos 
tamaños, formas y superficies irregulares. Es un film altamente impermeable al oxígeno y al vapor 
que junto con el envasado a vacío asegura una vida prolongada del producto. 
 
1.2. Las bacterias lácticas 
El termino bacterias del ácido láctico referiendose a un grupo heterogéneo de 
microorganismos Gram+ cuya característica común es la producción de ácido láctico por 
fermentación de azúcares, surgió a principios del siglo XX, precedido de los enormes avances en 
tecnología de los alimentos  y conocimientos científicos alcanzados a finales del siglo XIX. Las 
interacciones existentes entre las bacterias lácticas y los alimentos llamaron pronto la atención de 
los científicos, lo que resulto de la contribución significativa de Pasteur quien en 1857 demostró que 
los procesos fermentativos están relacionados con el desarrollo de microorganismos y, del mismo 
modo, que cada tipo de fermentación, definida en función de sus principales productos orgánicos 
finales (ej. La fermentación láctica, butírica o alcohólica), estaba asociada a un tipo específico de 
microorganismo. Posteriormente, Lister, en 1873, aisló el primer cultivo puro de un microorganismo 
al que denominó Bacterium lactis. En 1884. Hueppe describió por primera vez la microflora 
responsable de la acidificación y coagulación de la leche y sus derivados, denominándola 
“Mllchsauerbacillus”, y Weigmamn (1899) propuso el término “Bacterium acidilactici” para estos 
microorganismos. A principios del siglo XX, el empleo de los Lactobacilos en la dieta humana cobró 
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un enorme interés, a raíz de la propuesta de Elie Metchnikoff del Instituto Pasteur de Paris de 
promover su utilización en la dieta como agentes bacterioprofilacticos y bacterioterapéuticos (Bibel, 
1988). 
A partir de los productos lácteos de los que inicialmente fueron aislados estos 
microorganismos se ha ido determinando sucesivamente su presencia en diversos hábitats, siempre 
que éstos reúnan las condiciones adecuadas para satisfacer sus necesidades nutritivas. Algunas 
bacterias lácticas viven asociadas a las plantas y se alimentan de los nutrientes liberados tras la 
muerte y descomposición de los tejidos vegetales para su crecimiento, por lo que fácilmente son 
aislados en alimentos y bebidas preparadas a partir de materiales vegetales, tales como el vino, la 
cerveza y los zumos naturales el pienso, los ensilados,. Otras bacterias de este grupo constituyen 
parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal y las mucosas, lo que también las  convierte 
en candidatos para estar presentes en la carne y los productos cárnicos. Por último, algunas 
bacterias lácticas han sido aisladas también del pescado (Nair y Surendran, 2005) 
 
1.2.1. Características generales de las bacterias lácticas 
Las bacterias ácido-lácticas ó bacterias lácticas (BAL) constituyen un grupo heterogéneo de 
microorganismos unidos por un conjunto de características morfológicas metabólicas y fisiológicas. 
Como descripción general se definen como bacterias Gram(+) no esporuladas, con morfología 
cocoide o bacilar, microaerofílicas o anaerobias facultativas, no productoras de enzima catalasa ni 
oxidasa, (Makarova & Koonin, 2007). Tampoco licuan la gelatina, no producen indol ni ácido 
sulfhídrico a partir de aminoácidos. Debido a su limitada capacidad biosintética, son muy exigentes 
nutricionalmente y requieren factores de crecimiento complejos que incluyen aminoácidos, 
vitaminas, purinas y pirimidinas (Dellaglio et al., 1994). Este grupo de bacterias poseen un contenido 
de guanina y citosina (G+C) inferior a 50% (Stiles y Holzapfel 1997, Cintas y col., 2000). Una 
característica fundamental de estos microorganismos es la de producir mayoritariamente ácido 
láctico como producto final de la fermentación de hidratos de carbono (Makarova & Koonin, 2007). 
Estas bacterias se localizan frecuentemente en hábitats ricos en nutrientes, caracterizados por la 
presencia de carbohidratos solubles y productos de la degradación de proteínas y vitaminas, y con 
bajas tensiones de oxígeno. Su enorme diversidad les permite habitar en una variedad de nichos 
ecológicos como productos lácteos, carnes, plantas, el pan, el vino y en superficies de mucosas 
humanas como la cavidad bucal, la vagina, y el tracto gastrointestinal (Aguirre y Collins, 1993; 
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Se pueden distinguir dos vías de fermentación de azúcares, la glucólisis (ruta de Embdem-
Meyerhof) que conlleva a la formación exclusiva de ácido láctico como producto final, conocida 
como fermentación homoláctica y la fermentación heteroláctica cuya ruta es la 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa, que además de ácido láctico produce en cantidades significativas 
etanol, acetato y CO2 como productos finales del metabolismo. Estos productos finales resultantes 
de la fermentación pueden sufrir alteración dependiendo de las condiciones de crecimiento, cambios 
que pueden atribuirse a alguna alteración del metabolismo del piruvato y/o el uso de un aceptor de 
electrones externos como es el caso del oxígeno o compuestos orgánicos.  
Las características metabólicas de las bacterias lácticas han sido históricamente explotadas 
para la preservación de los productos alimenticios en casi todas las generaciones y sociedades, 
incluyendo los alimentos de origen agrícola y bebidas (Miller y Wetterstrom, 2000). Recientemente 
se ha incrementado la atención hacia las bacterias lácticas por su evidente importancia en la 
prevención de enfermedades infecciosas y mantenimiento de la salud (Reid y col., 2003, Schroeter y 
Klaenhammer, 2009). 
 
1.2.2. Clasificación de las bacterias lácticas 
La clasificación taxonómica de las BAL ha sido siempre controvertida y esta ha cambiado 
considerablemente durante los últimos años, pero históricamente, los géneros Lactobacillus, 
Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus ha formado el núcleo principal de su clasificación. Las 
revisiones taxonómicas efectuadas en los últimos años han sugerido que las bacterias lácticas 
deben ser clasificadas filogenéticamente en 13 géneros: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, 
Dolosigranulun, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, 
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Stiles y 
Holzapfel, 1997, Axelsson, 1998, Cintas y col., 2001, Holzapfel y col., 2001, Dellaglio y col., 2005). 
Esta clasificación de las bacterias lácticas está basada en la morfología, vía de fermentación de los 
azúcares (homofermentación o heterofermentación), configuración del ácido láctico producido (L ó 
D), habilidad para crecer a altas concentraciones de sal, crecimiento a diferentes temperaturas, 
tolerancia al medio ácido o básico. El género Bifidobacterium está generalmente incluido en el 
mismo contexto como bacteria acido láctica, aunque las bacterias de este género guardan una 
pobre relación filogenética con las bacterias lácticas genuinas, además las bifidobacterias tienen un 
perfil metabólico para la degradación de hexosas diferente a la de las bacterias lácticas (Felis y 
Dellaglio, 2008). 
Actualmente se usan nuevas herramientas para la clasificación e identificación de bacterias 
lácticas, siendo las más prometedoras el estudio de la genómica y proteómica. 
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1.2.3. Cultivos bioprotectores 
En los últimos años se ha observado un cambio en la tendencia de los consumidores al 
demandar un consumo de alimentos naturales. El consumidor actual exige alimentos de gran 
calidad, poco procesados, seguros, más naturales (sin aditivos químicos) y con garantías de una 
larga vida útil. Esta tendencia ha hecho que la elaboración de los alimentos sea un gran desafío, lo 
cual obliga a los fabricantes a afrontar la búsqueda de alternativas a los métodos tradicionales de 
conservación de los mismos. Como resultado de estas investigaciones ha aparecido en el mercado 
una amplia variedad de productos de origen biológico denominados bioprotectores o 
bioconservadores. 
 
1.2.3.1. La bioprotecion: definición 
La extensión de la vida útil y el incremento de la seguridad de los alimentos usando su 
microbiota natural y cultivos microbianos controlados y/o sus metabolitos antimicrobianos se ha 
denominado bioprotección para diferenciarla de la conservación artificial, usando productos 
químicos (Stiles, 1996). Es decir, aprovechar la capacidad de la microbiota autóctona para inhibir o 
frenar el crecimiento y la actividad potencial de los microorganismos deteriorantes y/o patógenos. 
Dentro de este término “bioprotección” se engloban diversos tipos de productos que tienen en 
común su origen microbiano, procedente fundamentalmente, de bacterias ácido lácticas. Los 
cultivos antagonistas adicionados a los alimentos para aumentar su seguridad microbiológica y/o 
extender su vida útil sin modificar sus características sensoriales, se denominan cultivos protectores 
(Lücke, 2000). En resumen, el papel principal de la bioconservación es el de aumentar los periodos 
de almacenamiento así como aumentar la seguridad de los alimentos.   
No obstante y según Holzapfel y col. (1995), para que un cultivo sea considerado 
bioprotector, éste debe cumplir una serie de requisitos: 
1.- No debe representar ningún riesgo para la salud. 
 No debe producir toxinas, aminas biógenas u otros metabolitos que puedan influir 
negativamente en la salud del consumidor. 
 No debe ser patógeno. 
2.- Debe tener efectos beneficiosos para el producto. 
 Debe poder integrarse en el producto. 
 Debe adaptarse con facilidad al producto. 
 Su actividad protectora debe ser estable. 
 Su comportamiento ante una serie de parámetros ambientales debe poderse predecir. 
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 Debe ser competitivo frente a la microbiota endógena. 
 Debe tener actividades enzimáticas deseables. 
3.- No debe producir efectos sensoriales negativos en un producto elaborado bajo buenas prácticas 
de fabricación. 
4.- Debe ser capaz de funcionar como indicador de contaminación microbiana ante condiciones de 
abusos de temperatura. 
 
1.2.3.2. Las bacterias lácticas como cultivos bioprotectores 
Las bacterias lácticas forman parte de la microbiota inicial de muchos alimentos, incluida la 
carne y durante los periodos de almacenamiento son la microflora natural dominante en la mayor 
parte de los alimentos, sin que representen un riesgo para la salud del consumidor, siendo así 
consideradas como GRAS (generalmente reconocidas como seguras) por la Food and Drug 
Administration de EEUU (FDA; Silva y col., 2002), por lo que estas bacterias son candidatas ideales 
como cultivos bioprotectores. Estos microorganismos han sido ampliamente utilizados como 
bioconservadores para inhibir el crecimiento de los microorganismos alterantes y patógenos en los 
alimentos (Stiles, 1996; Djenane y col., 2006).  
El reconocimiento de las bacterias acido lácticas como beneficiosas para alargar la vida útil 
de los alimentos se debe a diversos sistemas antimicrobianos desarrollados por éstas. El 
mecanismo primario ejercido por estas bacterias es la producción de ácido láctico y en 
consecuencia el descenso del pH (Daeschel, 1989). Por otro lado, las bacterias lácticas producen 
varios compuestos que pueden ser clasificados como antimicrobianos de bajo peso molecular, tales 
como el peróxido de hidrógeno, dióxido de carbono, diacetilo, y otros compuestos no caracterizados, 
y por otro lado, compuestos de alto peso molecular como las bacteriocinas (Jay, 1982; 
Klaenhammer, 1988; Piard & Desmazeaud, 1991, 1992; Hugas y col.; 2002). Estos mecanismos las 
hacen tener un efecto antagonista contra el crecimiento de una gran variedad de microorganismos 
contaminantes patógenos y/o alterantes en los alimentos como E. coli., Pseudomonas, Salmonella, 
Clostridium, Staphilococcus y Listeria (De Vuyst y Vandamme, 1994; Arlindo y col., 2006; Cocolin y 
col., 2007; Edward y col., 2008). 
  Es importante que se haga una distinción entre cultivos iniciadores y cultivos protectores en 
lo que se refiere a actividad metabólica (producción de ácidos e hidrólisis de proteínas) y lo que 
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1.2.3.3. Compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias acido lácticas. 
En la tabla 1 se resumen los compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular 
producidas por estos microorganismos, los cuales se describen a continuación. 
 
Tabla 1. Compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular producidos por bacterias 
lácticas 
Compuestos Microorganismos productores Microorganismos sensibles 
Ácido láctico Todas las bacterias lácticas Todos los microorganismos 
Ácido acético Bacterias lácticas heterofermentativas 
Todos los microorganismos; 
dependientes del pH 
Alcoholes 
Levaduras, bacterias lácticas 
heterofermentativas 
Todos los microorganismos. 
 





Levaduras, bactérias Gram (-) a 
concentraciones ≥200 ppm, bactérias 




Todas las bacterias lácticas 
 
Todos los microorganismos 
 
Reuterina Lactobacillus reuteri Amplio espectro: bactérias Gram (+), 




Algunas bacterias anaerobias 
facultativas, la mayoría de las aerobias, 
incluyendo Pseudomonas spp. y 
Staphylococcus spp. 
 
Microorganismos dependientes de las 












Patoea agglomerans (bactéria Gram 
(-)), Fusarium Avennaceum 
Fuente: Adaptada de Helander y col., 1997. 
 
 
Ácidos orgánicos y otros compuestos orgánicos de bajo peso molecular 
  Se trata principalmente del ácido láctico y el ácido acético. Estos ácidos contribuyen al 
desarrollo del sabor, aroma y textura de los alimentos.  
Ácido láctico: el ácido láctico es el producto característico de la fermentación de las 
bacterias lácticas, el cual no es utilizado por las células y se excretan hacia el exterior, pudiendo 
reducir el pH a un nivel en el que se inhibe el desarrollo de muchas bacterias (Helander y col., 
1997). Este ácido puede formar sales naturales como el lactato sódico y potásico. El lactato actúa 
como agente bacteriostático incrementando la fase de latencia de los microorganismos, cuya acción 
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específica se atribuye a mecanismos que interfieren en el desarrollo del metabolismo microbiano 
como la acidificación en el interior de la célula y la interferencia en el transporte de protones a través 
de la membrana celular. El lactato tiene un espectro de acción amplio, siendo efectivo contra 
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Estudios realizados han demostrado su capacidad para 
inhibir el crecimiento de patógenos como Salmonella, L. monocytogenes, S. aureus y Clostridium. 
Además este compuesto reduce los valores de aw de los alimentos (Rodríguez, 2005). La actividad 
antimicrobiana de los lactatos añadidos a productos cárnicos ha sido reseñado ya previamente 
(Hwang y col., 2011). 
 
 Acido acético: El ácido acético produce una inhibición más potente que el ácido láctico a 
una determinada concentración molar y pH. Este ácido solo es producido por bacterias lácticas 
heterofermentativas y suele presentarse en pequeñas concentraciones (Helander y col., 1997). El 
ácido acético puede formar, diacetato sódico, también acidificante, siendo también un potente 
agente antimicrobiano. Su actividad antimicrobiana para inhibir L. monocytogenes en productos 
cárnicos ha sido también descrita (Blom y col., 1997). La combinación del lactato y diacetato sódico 
incrementa el efecto inhibitorio contra L. monocytogenes (Mbandi y Shelef, 2002). 
 El empleo del lactato sódico (E-325), el lactato potásico (E-326) y el diacetato sódico (E-
262-II) como aditivos está permitido para la fabricación de productos cárnicos por la Comunidad 
Europea (CE, 1995) y también en los Estados Unidos (FSIS/USDA, 2000). El diacetato puede 
producir alteraciones sensoriales en los productos cárnicos, por lo que se recomienda añadir una 
cantidad que puede variar entre un 0,10 y el 0,12%. Sin embargo, no se han detectado alteraciones 
sensoriales negativas derivadas de su aplicación a estos niveles. 
Las bacterias lácticas son capaces de sobrevivir y desarrollarse a valores de pH 
relativamente bajos, debido a que poseen un sistema de transporte de ácido láctico y protones al 
exterior de la  célula, que además de contribuir a la homeostasis del pH interno, genera energía 
(Tseng, 1993). 
 Peróxido de hidrógeno: Se forma por las bacterias lácticas en presencia de oxígeno, como 
resultado de la acción de la flavoproteína oxidasa o nicotinamida adenina dinucleotido (NADH) 
peroxidasa. Estas bacterias  no producen la enzima catalasa que elimine el H2O2 generado en 
presencia de oxígeno, por lo que se acumula en el medio. El efecto bactericida de este compuesto 
ha sido atribuido no solo al poder oxidante hacia la estructura lipidica de la membrana, sino que 
también produce la destrucción de estructuras moleculares básicas de los ácidos nucleicos y 
proteínas celulares (Dahl y col., 1989). 
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 Reuterina: La reuterina es una sustancia no proteica, de bajo peso molecular, neutra y 
soluble en agua producida por el Lactobacillus reuteri durante la metabolización del glicerol en 
anaerobiosis (figura 1)  y muestra un espectro antimicrobiano amplio, siendo activo contra bacterias 
Gram(-), Gram (+), levaduras y hongos filamentosos (Helander y col., 1997). 
 
 
Figura 1. La reuterina como metabolito intermedio en la ruta de degradación del glicerol 
 
Diacetilo: El diacetilo es producido por algunas especies de Lactococcus y Leuconostoc 
mediante el metabolismo del ácido cítrico. Es un compuesto con aroma intenso, por lo que resulta 
poco recomendable para la preservación de los alimentos (Holzapfel y col., 1995). 
 Dióxido de carbono: es producido por bacterias lácticas heterofermentativas. El mecanismo 
antimicrobiano exacto es desconocido. Sin embargo, el CO2 ejerce un importante papel al crear 
anaerobiosis en el ambiente, lo cual inhibe la descarboxilación enzimática, la acumulación de CO2 
en la bicapa lipídica de la membrana, lo que causa una disfunción en la permeabilidad (Eklund, 
1984). 
Acetaldehido: es producido por bacterias lácticas heterofermentativas y se forma durante el 
metabolismo  de los hidratos de carbono, es reducido a etanol por la reoxidación de nucleótidos de 
pirimidina. Su actividad contra los patógenos ha sido descrita en concentraciones entre 10-100 ppm 
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1.3. Probióticos 
El tracto gastrointestinal constituye la principal área de contacto entre el organismo humano 
o animal (hospedador) y el exterior, ejerciendo doble papel, el de impedir el acceso a organismos 
patógenos, mientras por otro lado permite la absorción de nutrientes. Este se encuentra colonizado 
por alrededor de 1012 - 1014 UFC/g, cuya concentración se incrementa desde el estomago a la 
porción distal del colon (Schroeter y  Klaenhammer, 2009). De esta población, solo una pequeña 
parte (alrededor de 300 – 500) de las especies que componen la microbiota intestinal son cultivables 
in-Vitro, mientras que la mayoría no es microbiota cultivable. Esta microbiota participa en ambas 
tareas en el tracto gastrointestinal: unos participan facilitando la absorción de nutrientes que en 
ausencia de estos microorganismos serian indigeribles por el organismo, como los carbohidratos 
complejos. Otros participan en el mecanismo de defensa dada la capacidad antagonista contra el 
desarrollo de microorganismos patógenos potenciales por la producción de sustancias 
antimicrobianas, compitiendo en posicionamiento (adherencia) y nutrientes y estimulando el sistema 
inmunitario. 
Los probióticos son definidos como organismos vivos que administrados en cantidades 
adecuadas influyen positivamente en la salud de los consumidores al mejorar el balance de la 
microbiota en el intestino, contribuyendo de este modo a fortalecer las defensas (FAO/WHO, 2001, 
Borchers y col. 2009). Algunos de los efectos beneficiosos potenciales que se pueden mencionar, 
además de la exclusión de patógenos, contribuye al sistema inmunitario a nivel de las mucosas y 
también ha sido señalado un efecto benéfico en la reducción de los tumores malignos (Reid y col., 
2003) 
El concepto de alimento probiótico como parte de un alimento funcional se debe a la exitosa 
cooperación de la industria alimentaria e investigación en la tecnología de producción de los 
alimentos así como en la nutrición clínica. Los probióticos se han aplicado principalmente en 
productos lácteos, tales como yogurt y otros productos derivados de la leche, así como en cereales 
(Saxelin, 2000). El uso de los probióticos en el mundo se ha venido incrementando debido a los 
efectos benéficiosos que tienen en el hospedador humano o animal y para que se observen estos 
beneficios en la salud, se sugiere una concentración de bacterias prebióticas de 106 UFC/g (Shah, 
2000). En la tabla 2 se señalan los criterios que se tienen en cuenta para considerar a un 
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Tabla 2. Criterios para el uso de probióticos en humanos 
 
I - Identificación a nivel de género, especie e intraespecie. 
• El método standard para la identificación de la especie tiene que ser la hibridización de ADN 
o bien la determinación de las secuencias del 16S rARN, particularmente si se usaron las pruebas 
fenotípicas para la confirmación. 
• El tipado de las cepas deberá estar hecho mediante la electroforesis en campo pulsante 
(estudio del polimorfismo del ADN mediante endonucleasas y electroforesis en campo pulsante). 
• Las cepas deberán estar depositadas en una colección internacional de cultivos. 
II - Aspectos de seguridad para los alimentos y para uso clínico. 
• No ser patógeno. 
• No ser capaz de degradar la mucosa intestinal. 
• No poseer genes de resistencia frente a los antibióticos. 
• No  ser conjugable con ácidos biliares. 
• Ser susceptible a los antibióticos. 
III - Capacidad para sobrevivir en el tracto gastrointestinal. 
• Ser tolerante a los ácidos y a la bilis.  
IV - Adhesión a las células epiteliales intestinales. 
V - Multiplicación rápida permanente o temporal con colonización del tracto 
gastrointestinal o 
vaginal. 
VI - Supervivencia en alimentos y posibilidad para producción de preparaciones 
liofilizadas. 
VII - Estabilización de la microbiota intestinal. 
VIII - Ser capaz de producir sustancias antagonistas contra patógenos. 
IX - Poseer efectos beneficiosos para la salud documentados. 
• Al menos 2 estudios, preferiblemente una confirmación independiente de los resultados por 
otro centro, distinto al inicial. 
• Ser estable en las condiciones de procesamiento y almacenaje. 
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1.3.1. Las Bacterias lácticas como probióticos 
Sumado a la capacidad de las bacterias lácticas para adaptarse a los alimentos, uno de los 
aspectos de interés es su facilidad para adaptarse a las mucosas. Algunos datos recientes indican 
el importante papel que juegan en el mantenimiento de la salud. Tal y como hemos señalado en 
anteriores capítulos, la actividad antagónica de las BAL resulta de la formación de ácidos y la 
producción de metabolitos como las bacteriocinas. La producción de ácido láctico y acético como 
resultado del metabolismo de los hidratos de carbono lleva a la reducción del pH del medio, que en 
combinación con las sales biliares desfavorece el desarrollo de microorganismos patógenos Gram-
negativos (Brul y Coote 1999, Stiles, 1996). Se sabe que las bacterias lácticas usan la glucosa, 
galactosa y lactosa como principales fuentes de carbono (Sarela y col., 2003). Los principales 
microorganismos usados como probióticos son: Lactobacillus acidóphillus, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus delbrueckii spp, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 
rhannosus, Lactobacillus reuteri, Bifidobacteria adolescente, B. bifidum, B brevis, B infantis, B 
longum, B. lactis, Sacharomnyces boulardii y Streptococcus thermópiilus (Klaenhammer y Kullen, 
1999) así como algunas cepas no patógenas de Escherichia coli o Enterococcus spp., y 
Saccharomyces spp. 
 Un rasgo importante de las bacterias lácticas relacionadas con el tracto gastrointestinal es 
su tolerancia a la bilis. Hidrolasas especificas de la bilis y transportadores han sido encontradas en 
diferentes especies de bacterias probióticas tales como L. johnsonii, L. acidophilus, Lactobacillus 
reuteri, y L. plantarum (Leer y col., 1993; Pridmore y col., 2004; McAuliffe y col., 2005; Pfeiler y col., 
2007; Martoni y col., 2008). Un estudio realizado en Lactobacillus reuteri permitió la identificación del 
operón conteniendo un transportador de resistencia a varios fármacos y un gen con una función 
desconocida expresado en presencia de bilis. Cuando fue suprimido dicho gen, la cepa demostró 
poca capacidad para recuperarse en presencia de la bilis, sugiriendo que dicho transporte de sales 
biliares juega un papel importante en la tolerancia a este compuesto (Whitehead et al., 2008). 
 
 1.3.2. Mecanismo de acción de los probióticos 
 El mecanismo exacto por el cual una cepa probiótica interactúa con otra en el tracto 
gastrointestinal por si misma es desconocido (von Wright y Salminen, 1999). Sin embargo, estudios 
recientes han permitido determinar una serie de mecanismos a través de los cuales estos 
microorganismos actúan en la prevención de infecciones, contribuyendo así a fortalecer el sistema 
inmunitario e incrementar el valor nutricional de los alimentos. Cada uno de los mecanismos 
involucrados depende específicamente de cada cepa, por lo tanto antes de hacer la selección de 
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cepas con características probióticas es importante hacer un estudio individual en cada cepa en 
función del propósito deseado para la misma. 
 
 1.3.3. Protección probiótica contra organismos patógenos 
Las células de la mucosa epitelial constituyen la primera barrera defensiva contra el ataque 
de agentes patógenos mediante la producción de mucina o reducción de la permeabilidad intestinal 
(Figura 2). La producción de mucina y la reducción de la permeabilidad intestinal pueden prevenir la 
penetración de organismos patógenos y sustancias tóxicas. Ciertos factores de los microorganismos 
probióticos favorecen el incremento en la producción de mucina en las células evitando lesiones en 
las células epiteliales producidas por patógenos entéricos así como la reducción en la permeabilidad 
intestinal (Caballero-Franco y col., 2007, Johnson-Henry y col., 2008 y Ewaschuk y col., 2008). Por 
otro lado, se sabe que ciertas proteínas son importantes ya que permiten que los microorganismos 
probióticos se adhieran a la superficie de la mucosa intestinal, lo cual permite su persistencia en el 
tracto intestinal, constituyendo además una forma de exclusión de las bacterias patógenas al 
impedir que se adhieran a las mismas superficies. Por ejemplo las proteínas presentes en la pared 
celular de L. crispatus y L. helveticus son capaces de evitar la adherencia de ciertos 
microorganismos patógenos de origen alimentario, como es el caso de Escherichia coli O157:H7 a 
las células Hela, HEp-2, y T84 (Chen y col., 2007, Johnson-Henry y col., 2007). Un estudio realizado 
sobre el L. johnsonii usando datos de secuenciación y microarray identificaron un grupo de tres 
genes específicos involucrados en el incremento de su persistencia en el tracto gastrointestinal 
durante un largo periodo de tiempo, determinándose 2 genes sin operon transportador especifico de 
manosa y un gen con similitud a la inmunoglobulina A. Una reducción en el tiempo de tránsito 
intestinal fue observado cuando cada uno de los tres genes fue suprimido por separado (Denou y 
col., 2008). 
Otra línea de defensa probiótica para prevenir infecciones es la producción de una serie de 
compuestos antimicrobianos con capacidad para inhibir el crecimiento de una serie de patógenos de 
origen alimentario. En general las bacterias lácticas producen ácidos orgánicos, fundamentalmente 
el lactato y acetato, los cuales reducen considerablemente el pH del medio ejerciendo un efecto 
antagonista al crecimiento de patógenos. Por otro lado los probióticos tienen además la capacidad 
de sintetizar péptidos o proteínas específicas con efecto tóxico hacia microorganismos patógenos 
de origen alimentario. Estudios recientes revelaron que L. salivarius UCC118 fue capaz de proteger 
a ratones de infecciones por Listeria monocytogenes, un patógeno de origen alimentario común. Se 
ha demostrado que este efecto protector está relacionado con la producción de una bacteriocina 
específica letal contra L. monocytogenes (Corr y col., 2007). 
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IgA: Inmunoglobulina A; TLR, Receptores barreras (Toll-like receptor)  
Fuente: adaptado de Saulnier  y col. (2009) 
Figura 2.  Representación del papel beneficioso de las bacterias probióticas en el tracto intestinal de mamíferos 
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1.3.4. Inmunomodulación ejercida por los probióticos 
Varias cepas de probióticos pueden de alguna forma influir en el sistema inmune (Galdeano 
y col., 2007). Los probióticos pueden estimular la inmunidad incrementando la producción de los 
anticuerpos en las mucosas, estimulando la expresión de la citosina pro-inflamatoria y, mejorando 
en general las defensas del hospedador. Los efectos supresores del sistema inmune se manifiestan 
por la reducción en la expresión de la citosina, inflamación sistémica, proliferación celular e 
incremento de apoptosis. Las proteínas superficiales han sido señaladas como factor clave 
implicado en la inmunomodulación. Por ejemplo, el L. crispatus modula la expresión de ciertos 
receptores que intervien en la inmunidad innata en las superficies de las células epiteliales de la 
mucosa del colon de ratones (Voltan y col., 2007). Otros ejemplos de influencia en la 
inmunomodulación por parte de las bacterias probióticas fueron citados por Lyer y col. (2008), en 
este caso, los factores segregados por L. reuteri disminuyen la expresión del factor nuclear 
involucrado en el control de la proliferación celular, la respuesta inmune, la respuesta inflamatoria y 
la apoptosis celular. 
 
1.4. Características tecnológicas de las bacterias lácticas 
Las bacterias lácticas juegan un papel importante en la conservación de los alimentos y en 
los procesos fermentativos de los mismos y son consideradas muy importantes desde el punto de 
vista tecnológico. Como se ha mencionado en capítulos anteriores, son capaces de producir un 
descenso en el pH produciendo acido láctico, producen bacteriocinas para prevenir el crecimiento 
de microorganismos patógenos y alterantes, son capaces de modificar los productos frescos para 
obtener nuevas características sensoriales, una mejora de la seguridad, estabilización y vida útil de 
productos cárnicos (Fontana, Cocconcelli, & Vignolo, 2005). 
Como ya hemos mencionado, la principal función tecnológica de las bacterias lácticas como 
cultivos iniciadores está basada en su capacidad para producir ácidos orgánicos, principalmente el 
ácido láctico, como consecuencia del metabolismo de los carbohidratos. Sin embargo, la 
contribución de estas bacterias a las características finales del producto no se limita al proceso de 
acidificación, sino que se completa con otras funciones como son la actividad proteolítica, la 
producción de compuestos aromáticos, la producción de CO2, la síntesis de exopolisacáridos o la 
producción de compuestos inhibidores (Chamba y col., 1994). Los microorganismos utilizados como 
iniciadores son preferiblemente homofermentativos y descomponen los azúcares por la ruta de 
Embden-Meyerhof obteniendose ácido láctico como producto final (Lücke y Hechelmann, 1987). El 
ácido láctico se acumula en el medio y como consecuencia origina una serie de efectos beneficiosos 
en la textura, el color, sabor y la larga vida útil de los productos cárnicos fermentados (Aymerich y 
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col., 2003). Algunos autores (Hammes y col., 1990) han atribuido cierta actividad a determinadas 
especies de bacterias lácticas que también contribuiría en el proceso de enrojecimiento a través de 
la actividad de la enzima nitrato y nitrito reductasa. Se ha demostrado que Lactobacillus plantarum y 
Lactobacillus pentosus poseen ambas enzimas, mientras que Pediococcus pentosaceus sólo 
presenta actividad nitrito reductasa; otras especies como Lactobacillus curvatus y Lactobacillus 
sakei carecen de ella o lo presenta muy escasamente (Wolf y Hammes, 1988).  
 Para que una cepa pueda ser considerada un buen cultivo iniciador dependerá del tipo de 
producto que se desea elaborar y de las condiciones del procesado. Los preparados comerciales 
suelen incluir especies como: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus, 
Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus. En todo caso para que puedan desarrollar su 
función tecnológica deben estar presentes en la masa cárnica en un número superior a 106 ufc/g. 
 Una cepa seleccionada como iniciadora debe ser capaz de crecer a diferentes temperaturas 
y predominar durante todo el proceso de elaboración, ser  capaz de interactuar con otras bacterias 
integrantes  del cultivo iniciador, en cambio, debe presentar una acción antagónica hacia los 
microorganismos tecnológicamente indeseables y los patógenos. En este sentido, es importante 
seleccionar cepas que tengan capacidad para sintetizar bacteriocinas, ya que aunque su actividad 
sea limitada, pueden participar en la inhibición junto a otros factores como el pH, o la competencia 
por los nutrientes (Ammor y col., 2007). 
 Una gran parte de los lactobacilos sintetizan peróxido de hidrógeno en presencia de 
oxígeno como resultado de la acción de las flavoproteínas oxidasas o nicotinamida adenina 
dinucleótido (NADH) peroxidasa. Cuando el H2O2 es liberado a la carne puede ejercer actividad 
inhibitoria sobre microorganismos indeseables tecnológicamente dado el elevado poder oxidante de 
este compuesto, sin embargo, también actúa negativamente ya que puede ocasionar fenómenos de 
decoloración, por lo tanto, las cepas elegidas para la industria cárnica no deben producir este 
metabolito, o bien, deben contener la enzima catalasa capaz de desdoblarlo. 
 Por último, otro aspecto tecnológico a tener en cuenta en la elección de la cepa es su 
posible contribución en la formación del aroma.  
 
 1.4.1. Proteolisis 
Las bacterias lácticas presentan un complejo sistema proteolítico que ha sido estudiado en 
profundidad (Kunji y col., 1996; Law y Haandrikman, 1997), no sólo por su importancia fisiológica 
sino también por sus implicaciones tecnológicas en la textura y el desarrollo del flavor, tanto en 
productos lácteos (Broome y col., 1990) como en productos cárnicos (Hammes y col., 1990). La 
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mayoría consta de una proteinasa asociada a la pared celular y, al menos, una decena de 
peptidasas intracelulares de diferente especificidad (Pritchard y Coolbear, 1993; Tan y col., 1993). 
En la carne y productos cárnicos se producen cambios en los compuestos nitrogenados 
relacionados fundamentalmente con el fenómeno de la proteolisis llevada a cabo gracias a la 
actividad conjunta de las enzimas proteolíticas de origen tisular y microbiano (Ordóñez y de la Hoz, 
2001). Estudios realizados en jamones, atribuyeron también la actividad proteolítica a las levaduras 
presentes (Simoncini y col., 2007). Sin embargo, otros autores (Kato y col. 1994) concluyen que las 
responsables de tal proteolisis son las enzimas endógenas de la carne y las bacterias lácticas 
actúan sólo como coadyuvantes. Los estudios realizados por Johanson y col. (1994) y García de 
Fernando y Fox, (1991) muestran por otra parte que Pediococcus spp., produce enzimas 
proteolíticas involucradas en la proteólisis de embutidos fermentados. Adicionalmente, las bacterias 
lácticas, además de las enzimas proteolíticas,  producen descenso en los valores del  pH, 
aumentando la actividad de la catepsina D de la carne, lo que contribuye de manera indirecta a la 
degradación de las proteínas miofibrilares (Ordóñez y de la Hoz, 2001; Molly et al., 1997). 
La actividad de las enzimas proteolíticas, tanto de origen tisular así como de origen 
microbiano, provoca un incremento de compuestos como péptidos y aminoácidos libres, que 
contribuyen tanto a la textura como al sabor de la carne (Talon y col., 2002).  Sin embargo, ésta 
actividad no es conveniente durante la conservación de las carnes frescas, ya que uno de los 
objetivos principales es mantener las características originales del alimento. 
 
 1.4.2. Lipólisis 
 La lipólisis implica la degradación total o parcial de los enlaces éster de los triglicéridos y 
fosfolípidos. Estos lípidos pueden ser hidrolizados por las lipasas de origen microbiano o tisulares, 
siendo los ácidos grasos libres los precursores de las moléculas aromáticas (Talon y col., 2002). De 
este modo, una oxidación lipídica moderada contribuye a la formación del aroma y sabor típico en 
productos cárnicos, tal es el caso de los embutidos. Sin embargo, el principal problema de la 
oxidación está relacionado con la formación de compuestos volátiles que, superados determinados 
valores, proporcionan un aroma y sabor rancio, desagradables para el consumidor (Ordóñez y col., 
1999). 
 
1.5. Aspectos de seguridad de las bacterias lácticas 
 1.5.1. Producción de aminas biógenas 
Las aminas biógenas (AB) son compuestos orgánicos (bases nitrogenadas) de bajo peso 
molecular, frecuentemente halladas en alimentos fermentados como los derivados de la carne, el 
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queso, vino, etc. Estos compuestos son formados a partir de aminoácidos precursores, por la acción 
de enzimas de origen microbiano (Silla, 1996). Según las características químicas las aminas 
biógenas pueden tener estructura aromática: histamina, tiramina, feniletilamina y triptamina, 
resultantes de la descarboxilación de la histidina, tirosina, fenilalanina y triptófano, respectivamente; 
y aminas de estructura alifática: Putrescina, cadaverina y agmatina, provenientes de la 
descarboxilación de la lisina, ornitina y arginina, respectivamente. Entre los microorganismos 
capaces de producir la descarboxilación de los aminoácidos y generar AB se encuentran las del 
género Enterobacteriaceae a los que se asocia la producción de cadaverina y/o histamina y las BAL, 
en especial los microorganismos del genero enterococcus que pueden generar la tiramina (Bover-
Cid y col., 2005; Pircher y col., 2007). Sin embargo, esta capacidad de generar una o várias aminas, 
así como la intensidad de estas puede variar según las especies e incluso en cepas de la misma 
especie (Boyer-Cid y col., 2001). 
 Las AB pueden tener efectos beneficiosos así como perjudiciales en la salud de los seres 
humanos. Así, algunas aminas como la putrescina, parecen ser esenciales para el crecimiento y la 
regeneración celular en organismos vivos, otros participan en la regulación de la temperatura 
corporal, volumen estomacal, en la regulación del pH estomacal y la actividad del corazón (ten Brink 
y col., 1990; Halász y col., 1994;.Pircher y col., 2007). Sin embargo, el consumo de elevadas tasas 
de aminas biógenas, tales como histamina y tiramina pueden causar efectos tóxicos en las 
personas. Se han observado crisis hipertensivas graves provocadas por interacción de las aminas 
biógenas con los medicamentos inhibidores de la mono-aminooxidasa (MAO), usados como 
antidepresivos. Un riesgo adicional a la formación de algunas aminas biógenas es que estas 
contribuyen a la formación de nitrosaminas, compuestos potencialmente cancerígenos, 
especialmente en los productos cárnicos con nitratos y nitritos añadidos. Aunque en carnes y 
productos cárnicos, con excepción de algún producto concreto como la panceta, las 
concentraciones de nitrosaminas suelen ser bajas (Scanlan, 1995). 
 Hay que destacar que la carne fresca y productos frescos no deberían de tener aminas 
biógenas. La presencia de diaminas (cadaverina y putresina) e histidina en estos productos está 
relacionada con su alteración, ya que son generalmente producidas por enterobacterias y las 
pseudomonas, siendo estas las principales responsables del deterioro de la carne. Como 
consecuencia la formación de aminas biógenas puede ser un indicador para valorar el estado 
higiénico de los productos cárnicos (Hernández-Jover y col., 1996). Sin embargo, en los productos 
cárnicos crudos curados, la fermentación favorece el desarrollo de una gran variedad de 
microorganismos potencialmente aminogénicos, que sumado a la proteolisis que genera un 
incremento en la disponibilidad de aminoácidos precursores, favorece la formación de aminas 
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biógenas en estos productos. La presencia de aminas biógenas en productos cárnicos ha sido 
demostrada por varios autores (Parente y col., 2001; Bover-Cid y col., 2005). Los microbiota 
fermentativa endógena puede jugar un papel importante en la acumulación de aminas biógenas en 
los productos cárnicos fermentados (Bover-Cid y col., 2001; Pircher y col., 2007). Por lo que un 
estudio previo a la selección de microorganismos iniciadores no aminogénicos es crucial para 
prevenir acumulación de aminas biógenas en los productos cárnicos (Bover-Cid y col., 2000) 
 
1.6. Las bacteriocinas. 
1.6.1. Definición y clasificación 
Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de síntesis ribosomal producidos por 
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y constituyen un grupo amplio y heterogéneo de 
antimicrobianos (Kotelnikova y Gelfand, 2002; Cotter y col., 2005b; Gordon y col., 2007; Heng y col., 
2007). La síntesis de estos péptidos contribuye a los mecanismos de defensa innatos y tienen en 
común su naturaleza catiónica, anfipática, o en algunos casos hidrofóbica, además de su capacidad 
para desestabilizar las membranas citoplasmáticas de las células sensibles (Riley y Wertz, 2002a; 
Sit y Vederas, 2008). Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-negativas, como las 
colicinas de Escherichia coli, son, generalmente, de un mayor peso molecular (29 a 90 kDa) y un 
espectro de acción reducido, mientras que las bacteriocinas de las bacterias Gram-positivas son, en 
su mayoría, pequeños péptidos de un tamaño molecular inferior a 6 kDa, termoestables y con 
variaciones en su espectro de acción (Nissen-Meyer y Nes, 1997; Kotelnikova. y Gelfand, 2002). 
A pesar de la heterogeneidad de su tamaño molecular, propiedades bioquímicas y espectro 
de acción, las bacteriocinas de las bacterias lácticas poseen características comunes que permiten 
agruparlas en cinco clases (Klaenhammer, 1993; Sablon y col., 2000; Cintas y col, 2001a; McAuliffe 
y col., 2001; Diep y Nes, 2002; Kemperman y col., 2003a, b; Franz y col., 2007) que son: 
 - (1) Clase I. Lantibióticos 
 - (2) Clase II. Bacteriocinas lineales y no modificadas posttraduccionalmente. 
 - (3) Clase III. Bacteriocinas de elevado tamaño molecular (>30 kDa) y termolábiles. 
 - (4) Clase IV. Bacteriocinas complejas. 
 - (5) Clase V. Bacteriocinas de estructura circular y no modificadas postraduccionalmente. 
 
(1) Clase I. Bacteriocinas o lantibióticos (lantibionina, péptidos con actividad antibiótica). 
Son bacteriocinas de pequeño tamaño molecular (<5 kDa), termoestables y se diferencian de otras 
bacteriocinas por la presencia de aminoácidos inusuales y modificados posttraduccionalmente, 
como lo son la deshidroalanina (DHA) y la deshidrobutirina (DHB), originados por deshidratación de 
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la serina y la treonina, respectivamente. La condensación de los estos residuos (DHA y DHB) con el 
grupo sulfhidrilo de las cisteínas de la molécula origina los aminoácidos lantionina y la β-
metillantionina respectivamente, (Chatterjee y col., 2005; Cotter y col., 2005b; Li y Van der Donk, 
2007; You y Van der Donk, 2007). Esta clase de bacteriocinas tiene como ejemplo característico la 
nisina, la bacteriocina más estudiada hasta el momento.  
Los lantibióticos, a su vez, deteniendo en cuenta su estructura y modo de acción, se 
subdividen en 2 grupos, A y B: 
 
(a) Grupo IA. Péptidos más largos que los del grupo B, de un tamaño de entre 21 a 38 
aminoácidos los cuales contienen una región catiónica hidrofílica que actúan a nivel de membrana 
bacteriana formando poros por despolarización y engloban a los lantibióticos de un sólo péptido y a 
aquellos que requieren la presencia de dos péptidos para desarrollar su actividad antimicrobiana en 
células sensibles (Nagao y col., 2006). 
(b) Grupo IB. Péptidos pequeños (19 aminoácidos como máximo) aniónicos o sin carga, 
globulares e hidrófobos que actúan como inhibidores de enzimas especificos. Los péptidos líderes 
se anclan a través del sistema transportador de proteínas ABC (del inglés “Adenosin triphosphate 
Binding Cassette”). De esta forma, estos péptidos como la mersacidina (Twomey y col., 2002) 
actuan interfiriendo en la biosíntesis de la pared celular (Pag y Sahl 2002). 
(2) Clase II. Son péptidos (<10 kDa, un tamaño de 30 a 60 aminoacidos), lineales y no 
modificados postraduccionalmente, no lantibióticos y termoestables, que actúan induciendo la 
permeabilidad de la membrana y la subsecuente pérdida de moléculas de la célula (Drider y col., 
2006; Oppegård y col., 2007). El ejemplo característico de este grupo lo representa la pediocina PA-
1, la bacteriocina más estudiada después de la nisina. Entre otras, esta clase incluye a la enterocina 
P. 
(3) Clase III. Son bacteriocinas de elevado tamaño molecular (>30 kDa) y termolábiles. En 
esta clase la bacteriocina más conocida es la helveticina J y lactocina B (Joerger 2003; Dobson y 
col. 2007). 
(4) Clase IV. Bacteriocinas complejas. Son péptidos que contienen una porción proteica y 
una o más fracciones glucídicas o lipídicas necesarias para ejercer su actividad. Por lo que, esta 
clase incluye bacteriocinas consideradas como glicoproteínas (leuconocina S) o como lipoproteínas 
(Lactocina 27). Muy poco se conoce sobre la estructura y funciones de las bacteriocinas que forman 
esta clase (Vermeiren y col., 2006; Heng y col., 2007). 
(5) Clase V. Son péptidos cíclicos, en esta clase de bacteriocinas los extremos N- y C- 
terminales están unidos formando una columna  de estructura circular y no modificada 
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postraduccionalmente. A esta clase pertenecen las enterocinas AS-48, B, EJ97, RJ11, MR10 A y B, 
Q, L50A y B, la bacteriocina 32 y la gasericina A. Estas bacteriocinas tienen unas características 
estructurales y genéticas no comunes, y diferentes de las bacteriocinas citadas anteriormente, lo 
que no permite agrupar estas bacteriocinas en las cuatro clasificaciones precedentes (Franz y col., 
2007). 
Resulta importante pasar a describir a las bacteriocinas de la clase I y II, por ser las que han 
sido estudiadas con mayor profundidad y han sido descritas, en mayor número de investigaciones 
con más de 20 representantes de los lantibióticos y, alrededor de 100, en el caso de las 
bacteriocinas de la clase II (Kemperman y col., 2003b). 
 
1.6.2. Espectro de actividad 
La mayoría de las bacteriocinas producidas por las bacterias ácido lácticas tienen tendencia 
a ser activas únicamente frente a bacterias Gram-positivas (Riley y wartz 2002a; Sit y Vederas, 
2008). La estructura y composición de la pared celular de las bacterias Gram-negativas, levaduras y 
mohos impide a las bacteriocinas acceder a las membranas plasmáticas, donde desempeñan su 
actividad. Sin embargo, sometiendo dichos microorganismos a determinados factores que alteren la 
permeabilidad de su pared como por ejemplo la congelación, el calentamiento suave, la exposición 
a ácidos orgánicos, EDTA y otros quelantes, o a presiones hidrostáticas elevadas, se puede inducir 
la sensibilización de las células bacterianas y favorecer la actividad antimicrobiana (Kalchayanand y 
col., 1992 y 1998; Arqués y col., 2003). 
Las bacteriocinas producidas por bacterias lácticas se pueden clasificar en tres grupos de 
actividad teniendo en cuenta la variación de su espectro de acción antimicrobiano: 
 (i). Espectro de acción antimicrobiano reducido: las bacteriocinas apenas son capaces de 
actuar contra  cepas de la misma especie o frente a especies del mismo género como es el caso de 
las lactocinas A, B y M que solo tienen actividad frente a Lactococcus (Martinez-Cuesta y col. 2006). 
(ii). Espectro de acción antimicrobiano intermedio: bacteriocinas que inhiben a otras BAL sin 
incluir al microorganismo productor y a otras bacterias Gram-positivas, incluyendo, ciertos 
patógenos como Clostridium perfringens, C. botulinum, Listeria monocytogenes y Staphylococcus 
aureus. 
(iii). Espectro de acción antimicrobiano amplio: bacteriocinas capaces de inhibir otras especies 
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1.6.3. Modo de acción 
La acción bactericida o bacteriostática de las bacteriocinas producidas por BAL depende de 
varios factores, como: (i) la concentración de la bacteriocina; (ii) el estado fisiológico de las células 
sensibles; y (iii) las condiciones experimentales del ensayo, entre las que destacan la composición 
de los medios, temperatura, el pH o la presencia de ciertos agentes o compuestos antimicrobianos 
que desestabilizan la pared o membrana celular de las células sensibles. 
En general, la actividad de las bacteriocinas sobre microorganismos sensibles se lleva a 
cabo mediante la desestabilización funcional de la membrana citoplasmática de éstas, la cual se 
desarrolla en diferentes fases: en un primer instante, la bacteriocina interactúa con la membrana 
estableciendo interacciones electroestaticas entre ellas o mediante fijación a una molécula receptora 
(Figura 3). Las interacciones electroestaticas se establecen entre los residuos de las bacteriocinas 
cargados positivamente y los grupos de los fosfolípidos de la membrana cargados negativamente 
que se encuentran abundantemente en las membranas de las células sensibles (Eijsink y col., 2002; 
Drider y col., 2006), mientras que la formación de los poros se debe a la naturaleza hidrófoba-
hidrófila de las bacteriocinas, lo que facilita su distribución a lo largo de la membrana. La formación 
de poros origina un flujo pasivo de pequeñas moléculas (iones, aminoácidos, ATP), lo que origina la 
disipación de la fuerza protón motriz (PMF, del inglés “Proton Motive Force”) o de algunos de sus 
componentes (potencial de membrana y gradiente de pH). La alteración en la PMF, gradiente 
electroquímico necesario para el desarrollo de procesos metabólicos dependientes de energía, 
reduce el transporte de nutrientes y la síntesis de macromoléculas, como proteínas y ácidos 
nucleicos, originando la consiguiente muerte celular (Drider y col., 2006). 
La inserción de las bacteriocinas en la membrana plasmática se debe a su capacidad de 
adoptar conformaciones espacidas en α hélice o en β laminar y puede entenderse según los dos 
modelos descritos por Moll y col. (1999b): (i) el modelo “cuña”, aplicable a la nisina y otros 
lantibióticos; (ii) y el modelo “duela de barril”, aplicable a bacteriocinas de la clase II. 
Según el modelo “cuña”, la molécula se sitúa paralelamente a la membrana, empuja a las 
cabezas polares de los fosfolípidos hacia los lados, la membrana se adelgaza y el péptido adopta 
una orientación transmembrana y agrega con otros péptidos, formando un poro por el que pueden 
fluir iones. Por otro lado, el modelo “duela de barril” explica la inserción de los péptidos en la 
membrana, su agregación y el posterior “reclutamiento” de péptidos adicionales para formar poros. 
En estos poros, las caras hidrofílicas se dirigen hacia la luz del poro, mientras que las superficies 
hidrofóbicas interaccionan con el núcleo hidrofóbico de la membrana. 
Aunque se sabe que la Nisina requiere la presencia en la membrana del lípido II, precursor del 
peptidoglucano, para ejercer su actividad antimicrobiana máxima (Brötz y col., 1998), la existencia 
 
31 
                                                                                           Introduccion 
 
de un receptor proteico específico que intervenga en el reconocimiento por la bacteriocinas de la 
célula sensible es una cuestión controvertida puesto que se ha demostrado que la nisina actúa 
creando poros en membranas que no contienen ninguna proteína (Eijsink y col., 2002). No obstante, 
puesto que no todas las células son sensibles a todas las bacteriocinas, debe existir alguna 
característica que determine su especificidad, aunque la existencia de bacteriocinas capaces de 
actuar en sistemas liposomales pone en duda la necesidad de receptores o componentes de 
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El mecanismo de acción de las bacteriocinas consta de tres fases: unión a la membrana (A), 
inserción en la misma (B) y formación de poros (C ó D). La unión de las bacteriocinas a la 
membrana se establece a través de interacciones electrostáticas entre los residuos de las 
bacteriocinas cargados positivamente y los grupos negativos de los fosfolípidos presentes en la 
membrana. Posteriormente, la naturaleza anfipática de las bacteriocinas facilita su distribución en la 
membrana, lo que provoca la formación de poros. Finalmente, la formación de poros origina un flujo 
pasivo de pequeñas moléculas que resulta en la disipación de la fuerza protón motriz. Los poros 
formados pueden ser de 2 tipos: en forma de duela de barril (D) o en forma de cuña (C) 
 
 
1.6.4. La Enterocina P, una bacteriocina sec-dependiente de la subclase IIa  
 
Bacteriocinas de la clase II 
Las bacteriocinas de la clase II son péptidos de pequeño tamaño molecular (<10 KDa) que 
no contienen aminoácidos modificados (Oppegård y col., 2007), son termoestables, tienen un 
elevado punto isoeléctrico y un fuerte carácter catiónico hidrofilico. A su vez, teniendo en cuenta el 
número de residuos de cisteína (van Belkum & Stiles 2000, Eijsink y col., 2002), esta clase de 
bacteriocinas se organizan en los siguientes subgrupos: 
 - Subclase IIa 
 - Subclase IIb 
 - Subclase IIc 
 
(a) Subclase IIa es un grupo muy grande y sus miembros se distinguen por tener una gran 
actividad contra Listeria y una homología en sus secuencias de aminoácidos, especialmente en la 
región N-terminal donde se encuentra la secuencia consenso YGNGVXC (Drider y col., 2006; Gillor 
y col., 2008). Por su homología, se conocen como bacteriocinas de la familia de las pediocinas, en 
alusión a la bacteriocinas más estudiada de este grupo, tal es el caso de la pediocina PA-1 (Hugas y 
col., 2002).  
(b) Subclase IIb se trata de bacteriocinas cuya actividad requiere de la acción 
complementaria de dos péptidos para ejercer su actividad antimicrobiana completa. En algunos 
casos, como es el de la lactococina G (Nissen-Meyer y col., 1992; Garneau y col., 2002) es 
necesaria la presencia de ambos péptidos para que la bacteriocina sea activa; mientras que en 
otros casos, aunque uno de los dos péptidos es activo por sí mismo, su actividad se ve aumentada 
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notablemente en presencia del otro péptido es el caso de la plantaricina S (Jiménez-Díaz y col., 
1995) y la lactacina F (Allison y col., 1994),  
(c) Subclase IIc se trata de bacteriocinas sec-dependentes con características peculiares, 
de las que podemos encontrar, por ejemplo, la acidocina 1B (Han y col., 2007). 
Debido a que la enterocina P descrita en este trabajo es una bacteriocina de la subclase IIa, a 
continuación se describen las características más relevantes de esta subclase. 
 
1.6.5. Bacteriocinas de la subclase IIa 
Las bacteriocinas de la subclase IIa son el grupo más amplio de bacteriocinas de la clase II 
(Gillor O y col., 2008). Todas las bacteriocinas de esta subclase muestran una intensa actividad 
antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes así como hacia numerosos microorganismos 
patógenos y alterantes de los alimentos, (p.e. Brochotrix, Clostridium, Bacillus y Staphylococcus) 
(Ennahar y col., 2000). 
 
1.6.6. Características estructurales 
Las bacteriocinas de la subclase IIa contienen entre 37 y 58 aminoácidos y poseen un 
elevado grado de homología en sus secuencias aminoacídicas (50-70%), sobre todo en el extremo 
N-terminal (Oppegård y col., 2007; Gillor y col., 2008). Asimismo, todas las bacteriocinas de esta 
subclase comparten en su región N-terminal la secuencia consenso 
KYYGNGVXCXKXXCXVD/NWXXA XXXI (tabla 3), en la que los aminoácidos marcados en negrita 
son los más conservados (casi, en un 100%). Otra característica de las bacteriocinas de este grupo, 
a excepción de lo que sucede con la acidocina A, es la presencia de dos cisteínas que forman un 
enlace disulfuro en la parte N-terminal de la molécula. Además, las bacteriocinas divercina V41, 
enterocina A, pediocina PA-1, plantaricina 423 y sakacina G, contienen otros dos residuos cisteína 
en sus extremos C-terminal (tabla 3), lo que les faculta para formar 2 enlaces disulfuro, el primero, 
en el extremo N-terminal, y el segundo, en la región C terminal de su molécula. 
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Tabla 3. Secuencia aminoacidica de bacteriocinas de la subclase IIa producida por bacterias l 
Bacteriocina Secuencias aminoacídicas
Acidocina A K T Y Y G T N G V H C T K R S L W G K V R L K N V I P G T L C R K Q S L P I K Q D L K I L L G W A T G A F G K T F H
Bacteriocina 31 A T Y Y G N G L Y C N K Q K C W V D W N K A S R E I G K I I V N G W V Q H G P W A P R
Bavaricina A K Y Y G N G V H C G K H S C T V D W G T A I G N I G N N A A A N W A T G G N A G
Bavaricina MN T K Y Y G N G V Y C N S K K C W V D W G Q A A G G I G Q T V V X G W L G G A I P G K
Carnobacteriocin
a B2 V N Y G N G V S C S K T K C S V D W G Q A F Q E R Y T A G I N S F V S G V A S G A G S A G R R P
Carnobacteriocin
a BM1 A I S Y G N G V Y C N K E K C W V D K A E N K Q A I T G I V I G G W A S S L A G M G H
Divercina V41 T K Y Y G N G V Y C N S K K C W V D W G Q A S G C I G O T V V G G W L G G A I P G K C
Enterocina A T T H S G K Y Y G N G V Y C T K N K C T V D W A K A T T C I A G M S I G G F L G G A I P G K C
Enterocina P A T R S Y G N G V Y C N N S K C W V N W G E A K E N I A G I V I S G W A S G L A G M G H
Lactococina
MMFII T S Y G N G V H C N K S K C W I D V S E L E T Y K A G T V S N P K D I L W
Leucocina A K Y Y G N G V H C T K S G C S V D W G E A F S A G V H R L A N G G N G F W
Mesentericina
Y105 K Y Y G N G V H C T K S G C S V D W G E A A S A G I H R L A N G G N G F W
Mundticina K Y Y G N G V S C N K K G C S V D W G K A I G I I G N N S A A N L A T G G A A G W S K
Pediocina PA-1 K Y Y G N G V T C G K H S C S V D W G K A T T C I I N N G A M A W A T G G H O G N H K C
Piscicolina 126 K Y Y G N G V S C N K N G C T V D W S K A I G I I G N N A A A N L T T G G A A G W N K G
Plantaricina 423 K Y Y G N G V T C G K H S C S V D W G Q A F S C S V S H L A N F G H G K C
Plantaricina C19 K Y Y G N G L S C S K K G C T V D W G Q A F S C G V N R V A T A G H G K
Sakacina A A R S Y G N G V Y C N N K K C W V D R G E A T Q S I I G G M I S G W A A S G L A G M
Sakacina G K Y Y G N G V S C N S H G C S V D W G Q A W T C G V N H L A N G G H G V C
Sakacina P K Y Y G N G V H C G K H S C T V D W G T A I G N I G N N A A A N W A T G G N A G W N
Sakacina X K Y Y G N G V S C N K S G C S V D W S K A I S I I G N N A V A N L T T G G A A G W K S
 
La secuencia consenso se indica con el sombreado en Azul oscuro, mientras que los residuos más conservados de la secuencia aminoacídica se representan con 
fuente en negrita. Los residuos cisteína del extremo C-terminal están indicados con el sombreado en azul claro. Fuente: Ennahar y col., 2000; Ferchichi y col., 2001; 
Simon y col., 2002; Vaughan y col., 2003 
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1.6.7. Métodos de detección de las Bacteriocinas 
Las técnicas empleadas en la detección, identificación, y cuantificación de las bacteriocinas 
pueden dividirse en dos grandes grupos: (I) pruebas fenotípicas, basadas en la expresión de la 
actividad antimicrobiana de las bacteriocinas frente a microorganismos diana y (II) pruebas 
genéticas, que se basan en la detección de secuencias específicas de genes estructurales de 
bacteriocinas ya caracterizadas, mediante técnicas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
para la detección del gen responsable de la producción de la bacteriocina.  
 
1.6.7.1. Pruebas fenotípicas 
Las pruebas biológicas constituyen, habitualmente, el primer paso para la detección de 
bacterias lácticas productoras de bacteriocinas. Los bioensayos más empleados son la prueba de 
difusión en agar (ADT, del inglés "Agar well Difussion Test") y los métodos de turbidimetría, basados 
en la inhibición del desarrollo de un microorganismo sensible inoculado en una placa de microtiter 
(MPA, del inglés "Microtiter Plate Assay") (Cintas y col., 2000). La cuantificación de la actividad 
antimicrobiana se realiza empleando “unidades arbitrarias” (UA), en la prueba de difusión en placas 
de agar, ó “unidades de bacteriocina” (UB), cuando el bioensayo utilizado es la prueba 
turbidométrica. Ambos parámetros se definen como la inversa de la mayor dilución de una muestra 
que produce inhibición del microorganismo indicador inoculado en el agar o que inhibe el 
crecimiento en un 50% del microorganismo indicador en las placas microtituladoras. Sin embargo, a 
pesar de ser pruebas útiles y sensibles, ambas pruebas tienen inconvenientes que las convierten en 
poco fiables y reproducibles (Blom y col., 1997):  
1. La cuantificación de la actividad antimicrobiana no es objetiva y depende del grado de 
sensibilidad de la cepa indicadora.  
2. Son pruebas inespecíficas, es decir, no permiten discriminar la participación de otras 
posibles sustancias con actividad antimicrobiana. 
 
1.6.7.2. Pruebas genéticas 
Las técnicas de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o de hibridación ADN-ADN, 
(Southern blotting) son pruebas genéticas de uso rutinario que permiten determinar si una bacteria 
posee el gen para codificar la producción de una determinada bacteriocina (Cintas. y col., 1997) 
Estas pruebas tienen entre sus ventajas la elevada sensibilidad y especificidad, lo que permite 
determinar fácilmente la presencia del gen estructural de una bacteriocina conocida en un número 
elevado de cepas, además de la posibilidad para relacionar o comparar este gen con el de otras 
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cepas de la misma especie (figura 4). Sin embargo, la técnica tiene la inconveniente de no 






Figura 4.  Relación filogenética entre bacteriocinas de la clase IIa obtenida por el método neighbor-joining con el 
software MEGA 3  después de un alineamiento múltiple de secuencias con el CLUSTAL X (1.82). 
 
La mayoría de las bacteriocinas están agrupadas en dos grandes clusters. Enterocinas P, sakacina 
A y carnobacteriocinas, mesentericinas, y leucocinas están agrupadas en un mismo cluster. Un 
 enterocina P |AAU29394.1 
carnobacteriocina BM1 |AAA23014.1 
carnobacteriocina BM1 LV17B|A53589 
  carnobacteriocina B2 |AAB81310.1| 
 mesentericina Y105 |AAP37395.1| 
    leucocina A |AAA68003.1|| 
    leucocina B Ta11a |AAC60488.1 
divercina V41 |CAA11804.1 
  divergicina M35 |P84962| 
  bavaricina MN |P80493| 
     enterocina A |AAD29132.1|| 
      mundticina |AAR26473.1 
enterocina CRL35 |AAQ95741.1| 
     piscicolina 126 |AAX21354.1| 
pediocina PA1 |P29430| 
pediocina AcH |AAA98337.1| 
sakacina P |AAY44078.1| 
sakacina P |AAY44080.1 
sakacina P |AAB93970.1| 
bavaricina A |P80953| 
Bac A |BAA11329.1| 
lactococcina MMFII |P83002 
 curvacina A |AAB28845.1| 
 sakacina A |CAA86942.1| 
    enterocina P |ABI29856.1| 
    enterocina P |AAC45870.1| 
enterocina P |ABI29857.1| 
   enterocina P |BAC00780.1| 
   enterocina P |AAT58220.1 
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grupo compuesto por Bavaricina A, Divergicina, Bavaricina MN y Enterocina A, y un segundo grupo 
incluyendo Mundticina, Enterocina CRL35, y Piscicolina 126 por un lado y Pediocinas, Sakacina P y 
Bavaricina A. A pesar del hecho de perteneceren a las bacteriocinas de la classe IIa, Bac A y 
Lactococcina MMFII  aparecen como bacteriocinas fuera de ambos clusters. Fuente (Calo-Mata y 
col., 2008). 
 
1.7. Métodos rápidos de identificación de microorganismos 
Los métodos microbiológicos tradicionales basados en pruebas fenotípicas y bioquímicas 
son laboriosos, lentos e implican el empleo de una gran variedad de ensayos, siendo los resultados 
de identificación a nivel de especie no concluyente en ocasiones. Estos métodos son además de 
una lentitud incompatible con el proceso de elaboración, distribución y comercialización de los 
alimentos, sobre todo de los muy perecederos. Esto ha provocado el desarrollo de métodos rápidos 
para detectar, identificar y enumerar los microorganismos presentes en los alimentos (Entis y col. 
2001) y así tener una idea, al menos aproximada, de la calidad microbiológica del alimento en un 
breve espacio de tiempo.  
A continuación se describe algunos de estos métodos que se emplea para la identificación 
de microorganismos: 
- Métodos basados en reacciones bioquímicas y enzimáticas. 
- Métodos basados en reacciones antígeno-anticuerpo. 
- Métodos basados en los ácidos nucleicos. 
 
1.7.1. Métodos basados en reacciones bioquímicas y enzimáticas. 
1.7.1.2. Pruebas miniaturizadas de identificación. 
Las pruebas bioquímicas y enzimáticas se han utilizado desde el comienzo de la 
bacteriología para estudiar la actividad metabólica y así poder identificar los diferentes 
microorganismos. Actualmente existen diversos kits miniaturizados de diagnóstico; de entre ellos 
pueden entresacarse los siguientes: 
- “Enterotube II” (Roche Diagnostics): Galería de 15 pruebas bioquímicas para identificación 
de enterobacteriaceas. 
- “Oxi/Ferm Tube” (Roche diagnostics): Similar al anterior. Se utiliza para la identificación de 
bacterias gram negativas no fermentadoras. 
- API (BioMerieux): Galería con distintas pruebas bioquímicas para la identificación de 
distintas bacterias (20E, enterobacteriaceas; NFT, gram negativas no enterobacteriaceas; CAMP, 
Campylobacter spp.; Staph-IDENT, estafilococos y micrococos; 20A, anaerobios; 50CH, 
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Lactobacillus; 20C, levaduras; STREP, estreptococos y CORYN, Corynebacterium), ver Figura 5 
como ejemplo.  
- ATB (BioMerieux): Galería con 32 sustratos para la identificación de microorganismos 
anaerobios, estafilococos, micrococos, levaduras, enterobacterias, estreptococos y bacilos gram 
negativos. 
- Minitek (Becton Dickinson Microbiology): consiste en discos impregnados con diferentes 
sustratos. 
- BBL Crystal (Becton Dickinson Microbiology): consta de 30 pruebas diferentes. 
- Micro ID (Organon Teknika): consta de 15 pruebas bioquímicas para la identificación de 
bacterias gram (-). 
- RapID One System (Remel): galería con 20 pruebas bioquímicas para la identificación de 
diferentes bacterias. 
 
Figura 5. Galería API CH50 para la caracterización bioquimica de bacterias lácticas 
 
1.7.2. Métodos basados en reacciones antígeno-anticuerpo. 
 
El desarrollo de los anticuerpos monoclonales ha permitido un gran auge de las técnicas 
inmunológicas, de tal forma que éstas pueden aplicarse con cierta facilidad en la detección e 
identificación de microorganismos. Entre los métodos basados en reacciones antígeno-anticuerpo 
utilizados en microbiología pueden citarse:  
1- Inmunofluorescencia,  
2- Aglutinación en látex,  
3- Inmunoinmovilización,  
4- Inmunoprecipitación,  
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5- Separación inmunomagnética o el enzimoinmunoensayo (ELISA), del inglés enzyme-
linked immunosorbent assay. 
Todas estas técnicas tienen una gran especificidad y, algunas de ellas, muy alta 
sensibilidad, existiendo numerosas referencias  en las que se señala su empleo con gran eficacia en 
la detección e identificación de patógenos en diferentes productos alimentarios (Jance y kokosková, 
2009; kokosková y col., 2010; Steinmetzi y col., 1999; Abdel-Hamid y col. 1999).  
 
1.7.3. Métodos basados en los ácidos nucleicos 
Los métodos fenotípicos son especialmente inapropiados para la identificación de bacterias 
lácticas debiendo ser complementados con métodos moleculares adecuados para obtener una 
identificación más fiable. Contrariamente a los métodos fenotípicos, la identificación y 
caracterización molecular es mucho más consistente, rápida, fiable, reproducible y puede además 
discriminar entre grupos de especies estrechamente relacionadas, y que de otra manera serian 
indistinguibles en base a pruebas fenotípicas. La gran ventaja de estas técnicas radica en el gran 
poder discriminatorio y en su aplicabilidad universal. 
Las técnicas moleculares comúnmente empleadas para la identificación de bacterias 
lácticas se pueden dividir en cuatro grupos: Métodos no basados en la PCR, Métodos basados en la 
PCR, métodos basados en la  combinación de los dos anteriores y secuenciación. 
A continuación pasaremos a describir cada una de las técnicas en cuanto a la capacidad 
discriminatoria de estos métodos cuyos ejemplos de su empleo se resumen en la tabla 4. 
 
1.7.3.1 Métodos no basados en la PCR 
 
1.7.3.2. Hibridación del ADN  
La técnica está basada en el uso de sondas u oligonucleótidos sintetizados con secuencias 
de entre 20-200 nucleótidos para el reconocimiento y unión a una cadena complementaria del ADN 
o de ARN diana. La sonda más a menudo usada es la diseñada para los genes tanto del 16S como 
del 23S rARN, pero las sondas basadas en el gen del 16S rARN son más empleadas por ser este 
gen de pequeño tamaño (1.5 knt) en comparación con los genes del 23 rARN (2.3 knt). Por otro 
lado, para la identificación precisa de especies de bacterias lácticas de diferentes orígenes se han 
empleado sondas de oligonucleótidos específicas a la especie en cuestión para discriminarla de 
otras usando el gen del 16S rARN (Albano y col., 2009). 
Las sondas pueden marcarse mediante isótopos radiactivos, sustancias fluorescentes, 
enzimas o anticuerpos. Dependiendo de la naturaleza del marcaje se establece el sistema de 
detección (película radiográfica, sustratos específicos o reacciones inmunológicas). Esta técnica 
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puede ser muy específica dependiendo de la secuencia de ADN diana usada. Sin embargo, ésta 
requiere de aproximadamente 105-106 copias del ADN diana, por lo que, es importante una 
determinada cantidad de la muestra. 
 
1.7.3.3. Reacción en la cadena de polimerasa (PCR o RCP). 
La PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction, consiste en la creación de múltiples copias 
de un fragmento de ADN o ARN diana utilizando secuencias cortas de nucleótidos (cebadores) 
complementarios a las secuencias localizadas en los extremos 5’ del fragmento mediante el empleo 
de una ADN polimerasa resistente a la temperatura en una secuencia de reacciones cíclicas hasta 
obtener una gran cantidad de copias del fragmento de ADN diana. 
Esta es una técnica rápida, muy sensible, que permite la detección incluso de una copia de 
ADN diana, cuya especificidad, al igual que en la hibridación, depende de la secuencia amplificada. 
Ésta puede ser específica de una bacteria o común a un determinado grupo de especies 
bacterianas. 
La PCR se ha utilizado para la identificación de bacterias lácticas en carne (Audenaert y 
col., 2010), en queso (Benito y col., 2008), salchichas (Bonomo y col., 2008).  
La necesidad del diseño y adquisición de las sondas, que deben ser particularizadas para 
cada especie o grupo de bacterias a detectar; la presencia en los alimentos de posibles inhibidores; 
así como la imposibilidad de conocer exactamente si el ADN o ARN amplificado proviene de 
microorganismos vivos o inactivados por algún tratamiento, pudiendo generar falsos positivos (Fung 
1997) son algunos de los inconvenientes que se pueden señalar a este procedimiento. 
  
 1.7.3.3.1 Secuenciación genética del gen 16S ARN 
 El análisis de la secuencia genética de fragmentos de ADN es usada para proporcionar 
información sobre la secuencia nucleotídica del fragmento de ADN. El análisis de la secuencia es 
también usado para proporcionar una identificación segura del amplicon clonado. Varios son los 
métodos empleados para determinar las secuencias. Una serie de programas son empleados para 
comparar la secuencia amplificada con otras secuencias que están disponibles en las bases de 
datos de internet. Generalmente, estos programas buscan homología proporcionada por el BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). La información proporcionada en las secuencias rARN suele 
ser efectiva para una identificación comparativa de microorganismos, llevando al reconocimiento de 
muchas especies microbianas, incluidas las especies de bacterias lácticas. Sin embargo, la 
secuenciación de ADN es generalmente cara y requiere un alto grado de eficiencia técnica para ser 
realizada. Sin embargo, el gen 16S rARN permite una relativamente buena discriminación de 
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especies bacterianas estrechamente relacionadas. Otros genes diana, presentes en una simple 
copia en las bacterias, tal como: el factor elongación gen Tu (tuf) (Ventura et al., 2003);  el gen recA 
(Felis and Dellaglio, 2005); el gen de la subunidad b de la ARN polimerasa (rpoB) (Rantsiou et al., 
2004); el gen HSP60 (cpn60) (Dobson et al., 2004), han sido explorados para diferenciar especies 
de bacterias lácticas (Ventura et al., 2003). Blaiotta y col. (2008) designó un par de cebadores para 
una secuenciación directa a partir de secuencias del gen hsp60 de Lactobacillus spp, mostrando 
que el gen hsp60 puede ser considerado un excelente marcador molecular para inferir la taxonomia 
y filogenia de los miembros del genero Lactobacillus. Muy recientemente, a partir de múltiples 
muestras de bacterias se ha desarrollado metodología para la identificación de Lactobacillus basada 
en el gen tuf. (Poltronieri et al., 2008). 
 
1.7.3.4. Análisis del Polimorfismo de los fragmentos de restricción del ADN. 
Este método consiste en la digestión del ADN genómico con endonucleasas de restricción 
apropiados, seguida de una separación por electroforesis convencional en geles de agarosa o en 
campo pulsante (que es tratado en el apartado siguiente) de los fragmentos generados que 
consisten en perfiles complejos de bandas. La selección de una enzima de restricción apropiada o 
un par de enzimas de restricción, en su caso, es importante para obtener perfiles verdaderos. El 
análisis comparativo de estos perfiles se efectuará con un software de interpretación de los perfiles 
resultantes y que podrán ser usados para diferenciar cepas que estén estrechamente relacionadas. 
Esta técnica tiene un gran poder de discriminación entre cepas estrechamente relacionadas. La 
obtención de diferentes perfiles de fragmentos indicará una diferencia entre los organismos, sin 
embargo la obtención de perfiles similares no necesariamente indicarán que las cepas son iguales. 
Los fragmentos de ácidos nucleicos compartiendo el mismo tamaño pueden tener una diferencia 
substancial con respecto a su estructura primaria (González y col., 2005). Esta técnica ha sido 
aplicada para diferenciar cepas de Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus y L. reuteri (Ahrné y 
Molin, 1997; Stahl y Molin, 1994).  
 
1.7.3.5. Macrorrestricción de ADN y Electroforesis en campo pulsante (PFGE) 
Un elemento crucial de esta técnica es la selección de la enzima de corte. El uso de una 
enzima de restricción poco común para una determinada especie reduce el número de fragmentos 
de ADN (McCartney, 2002). Para cada especie bacteriana, podemos encontrar enzimas de 
restricción de baja frecuencia de corte, o sea, enzimas cuyo lugar de restricción, por su longitud y 
secuencia, se encuentran de forma rara a lo largo del ADN cromosómico de la cepa bacteriana en 
cuestión (Goering, 1993). El uso de este tipo de enzimas permite la macrorrestricción del ADN de la 
 
43 
                                                                                           Introduccion 
 
bacteria, o sea, la división del ADN en 10 y 30 fragmentos, la mayoría de ellos de gran tamaño, más 
de 40kb, difíciles de separar por electroforesis convencional, en la que no se aplica un campo 
eléctrico constante ó estático, sino que se requieren técnicas sofisticadas en las que la orientación 
del campo eléctrico sea variable periódicamente, denominadas técnicas de electroforesis en campo 
pulsante o pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) para separar los fragmentos largos de ADN 
(McCartney, 2002).  
Estas técnicas combinadas, Macrorrestricción de ADN y separación de los fragmentos por 
PFGE se aplican con mucha frecuencia en estudios bacteriológicos, obteniéndose fragmentos de 
restricción sencillos que representan el ADN cromosómico de las bacterias, representadas por unos 
pocos fragmentos con movilidades electroforéticas diferentes (Zapparoli y col 1998). Sin embargo, 
las características de estas técnicas determinan una serie de cambios a tener en cuenta en las 
diferentes fases del proceso de macrorrestricción y PFGE:  
I) El protocolo de extracción de ADN, obliga a inmovilizar las células bacterianas en 
bloques de agarosa, en los que se llevará a cabo la lisis, de manera que el ADN 
cromosómico también quede embebido en agarosa, cuyo objetivo es que el ADN 
permanezca integro y no se fraccione accidentalmente (durante el pipeteo, 
agitación, etc.), lo cual distorsionaría los patrones de restricción y podría afectar a 
la reproducibilidad del la técnica.  
II) la restricción del ADN debe hacerse directamente en los bloques de agarosa, 
utilizando enzimas de baja frecuencia de corte.  
III) la técnica de electroforesis usada para la separación de los fragmentos debe ser 
una PFGE. 
Los fragmentos de ADN obtenidos dependen de la especificidad de la enzima de restricción 
usada y de la secuencia genómica bacteriana y por consiguiente de las características particulares 
de la especie bacteriana o cepa.  
 
Fundamentos de la técnica 
 Al aplicar un campo eléctrico, las moléculas de ADN migran en dirección paralela al campo, 
a través de los poros de agarosa del gel. Si se aplica un segundo campo eléctrico con una dirección 
distinta, las moléculas de ADN tienen que cambiar su conformación y reorientarse antes de migrar 
en la dirección del segundo campo. El tiempo requerido para la reorientación, está en relación con la 
longitud de la molécula ó su peso molecular, o sea, cuando mayor sea el fragmento, más tiempo 
requerirá para reorientarse, debido a la barrera física que supone la matriz de agarosa y menos 
tiempo migrará a través del gel en la nueva dirección. A medida que los intervalos de los campos 
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van cambiando en función de la intensidad y del voltaje, las moléculas de ADN van migrando a lo 
largo del gel en forma rectilínea, obteniéndose al final un patrón de separación de los fragmentos 
que refleja la suma de todos los intervalos de campos que se han aplicado (BIrren, 1993). 
Estas técnicas de PFGE normalmente requieren altos voltajes durante muchas horas, lo que 
hace necesaria la recirculación y refrigeración del tampón de electroforesis.  
La electroforesis en campo pulsante es una técnica altamente discriminatoria y reproducible, 
esta técnica ha sido utilizada para diferenciar cepas de bacterias. Este tipo de electroforesis facilita 
la separación de fragmentos de alto peso molecular generados por restricción del genoma para un 
número menor de fragmentos. 
1.7.3.6. Análisis del polimorfismo de fragmentos de ADN amplificados con 
cebador aleatório/ Random Amplified Polymorphic ADN (RAPD-PCR). 
El análisis, del polimorfismo de los fragmentos de ADN obtenidos mediante cebador aleatorio 
también conocida como RAPD, ha sido extensamente señalada como un método rápido, sensible y 
barato para el tipado genético de diferentes cepas de bacterias lácticas (Ben Amor y col., 2007). La 
PCR se realiza con un solo cebador de secuencia nucleotídica de no más de 10 pb., con un 
contenido de GC de 50-80 % para la amplificación arbitraria del acido desoxirribonucleico genómico 
(ADN), generando perfiles de fragmentos específicos de la cepa, cuyo número de fragmentos de 
ADN amplificados es dependiente del iniciador y del ADN genómico empleados. Las condiciones de 
la reacción de PCR limitan el tamaño de los fragmentos obtenidos entre 100-3000 pb.  
Esta técnica genera huella genética, sin buscar ningún fragmento específico de ADN ya que el 
cebador se hibridiza “al azar”, es decir, en secuencias complementarias de ubicación desconocida. 
Esta técnica fue propuesta inicialmente por Williams y col. (1990) al utilizar este procedimiento en el 
mapeo del genoma en organismos vegetales, asignando el nombre RAPDs a los productos 
obtenidos. Al mismo tiempo, Welsh y McClelland (1990) desarrollaron esta metodología para 
aplicaciones de fingerprinting denominándolos AP-PCR (arbitrarily primed PCR), finalmente 
Caetano-Anolles y col. (1991) los nombraron DAF (DNA amplification fingerprinting). Las diferencias 
en la denominación de estos marcadores dependen de las condiciones específicas de la reacción 
de amplificación o de la separación y detección de los productos amplificados. 
En la reacción, el cebador es mezclado con el ADN genómico, en presencia de una ADN 
polimerasa y un tampón buffer adecuado. La técnica requiere alta estandarización de los 
parámetros experimentales como por ejemplo, la longitud y secuencia del cebador, las condiciones 
de reacción y del equipamiento empleado (termociclador), parámetros estos que han de ser 
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estrictamente controlados para obtener los patrones de bandas reproducibles (Bartowsky y col., 
2003; González y col., 2005).  
La concentración del ADN diana es una de las variables más importantes. Durante las 
extracciones de ADN se obtienen muestras con diferente pureza y concentración de éste, lo que 
hace necesario optimizar la concentración de ADN en cada amplificación que se realice. Una 
cantidad elevada da como resultado extensiones de ADN cuyos fragmentos no son definidas, pero 
una cantidad escasa, hace la técnica poco  reproducible (Williams y col., 1993; Randazzo y col, 
2009). 
Por otro lado, estudios realizados por Zhou y Jiao (2004) demostraron que la concentración 
de deoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) es también factor importante ya que pueden afectar el 
resultado de los perfiles. Estos autores observaron que una variación en la concentración por 
encima y por debajo de 0,4 mmol/l de dNTPs en la mezcla de la reacción, reducía el perfil de los 
RAPD, mientras cuando mantenían la concentración de 0,4 mmol/l se obtenían perfiles más claros 
que los obtenidos con la variación de la concentración tanto por exceso como por defecto. 
La concentración de iones magnesio en la reacción y la temperatura de anillamiento son 
también factores importantes pues, pueden afectar el número y la intensidad de las bandas 
amplificadas, si se incrementa la temperatura de anillamiento tienden a suprimirse algunos perfiles, 
debido a que se aumenta la especificidad del sitio de unión del cebador a la cadena diana, 
desapareciendo las bandas de baja intensidad (Caetano-Anolles & Bassam, 1993; Randazzo y col, 
2009). También, los patrones de amplificación serán distintos si se utilizan diferentes polimerasas 
(Schierwater & Ender, 1993).  
Por último, el cebador, elevadas cantidades producen extensiones de ADN en las que 
resulta difícil hacer una distinción clara de los fragmentos amplificados. Sin embargo, las bajas 
concentraciones de éste, al igual que la de los nucleótidos trifosfato, dificultan su detección 
(Munthali y col., 1992,  Williams y col., 1993, Randazzo y col, 2009). La longitud de la secuencia al 
igual que un cambio en la secuencia nucleotídica del cebador hará variar el perfil de los productos 
amplificados. Cuanto menor sea el número de nucleótidos que conforman el cebador, mayor 
número de fragmentos amplificados se va a general y vice-versa. Mientras que un cambio en la 
secuencia de nucleótidos del cebador va a generar perfiles diferentes, aunque el número puede ser 
idéntico. 
Hay que destacar que de la naturaleza de las secuencias de ADN que son amplificadas por 
la técnica de RAPD poca información se puede obtener acerca de ellas ya que cabe la posibilidad 
de que algunas secuencias que se obtienen sean repetidas a lo largo del genoma. En teoría, los 
sitios de unión para la amplificación están relacionados con la complejidad del genoma, estando 
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indistintamente distribuidos a lo largo de éste (Williams y col., 1990, Reiter y col., 1992; Quiros y 
col., 1995).  
Es un método simple, rápido, barato, y se ha hecho popular ya que no requiere un 
conocimiento previo de la secuencia del genoma a amplificar, es un método universal aplicable a 
cualquier secuencia genómica, donde los polimorfismos existentes entre las cepas o especies 
analizadas son detectados mediante una electroforesis, como diferencias entre los patrones de 
fragmentos de ADN amplificados (Welhs & McClelland, 1990; Williams y col., 1990; Steindel y col., 
1994). Este método es práctico para una discriminación de bacterias a nivel intra e ínter-especies, 
permite además hacer un estudio de los cambios en la composición de la microbiota según la 
variación de las condiciones impuestas (Bonomo y col., 2008). 
 
Fundamentos de amplificación de los RAPD 
El fundamento de esta técnica es similar al de la PCR, con la particularidad de utilizar cebadores o 
iniciadores aleatorios, sin embargo, dos niveles de modulación para el proceso de los RAPD han 
sido postulados por Caetano-Anolles y col., en 1992: 
1.- La elección de los sitios de amplificación es dependiente de la secuencia del cebador y puede 
verse influenciada por las condiciones de reacción. En el transcurso de los primeros ciclos, el 
cebador “busca” los posibles sitios de unión en el ADN y se une a ellos. Una vez unido el cebador 
se activa la polimerasa con la consecuente extensión de las cadenas de ADN complementarias a la 
cadena simple. Así, en la primera rueda de amplificación, se selecciona un conjunto de sitios 
posibles para producir una determinada cantidad de productos de amplificación. Estos productos 
deberían ser entonces eficientemente amplificados desde la secuencia complementaria a la del 
cebador. 
2.- En el segundo nivel de modulación, los productos de amplificación resultantes poseen una región 
terminal simétrica de, al menos, la longitud del cebador. Estos fragmentos son repetidamente 
amplificados en cada uno de los ciclos de la PCR. 
Según Andersen y col, 1996, la presencia de bandas muy intensas en el patrón de 
amplificación se debe a una mayor similitud entre las secuencias del ADN y la del cebador, o a que 
estas secuencias estén varias veces repetidas a lo largo del genoma. 
 
1.7.3.6. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados/Amplified 
fragment-length polymorphism (AFLP). 
Esta técnica fue introducida por primera vez por Vos y col. (1995) para plantas y 
posteriormente usada para diversificar bacterias de importancia clínica (Valsangiacomo y col., 
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1995). Esta técnica es de alta reproducibilidad y combina Restricción de ADN y amplificación con 
PCR y cuenta con tres etapas: (i) digestión celular total del ADN con dos enzimas de restricción y el 
ligado de adaptadores específicos para los sitios de restricción de todos los fragmentos, (ii) la 
amplificación selectiva de los fragmentos con dos cebadores para la PCR los cuales tienen un 
adaptador correspondiente y sitios de restricción de las secuencias, (iii) la separación de los 
productos de la PCR mediante electroforesis de gel de poliacrilamida (PAGE). La presencia de 
bases degeneradas en los cebadores influencia el número de fragmentos que se van a obtener así 
como el poder discriminatorio de los patrones. Esta técnica fue descrita por autores como aplicable 
para caracterizar especies de bacterias lácticas (Kunene y col., 2000) 
 
1.7.3.7. Estudio de los patrones de restricción de amplicones de ADN  
La combinación de una amplificación específica de una región concreta con un análisis del 
polimorfismo de los fragmentos de dicha región normalmente da como resultado perfiles de baja 
complejidad. En principio esta aproximación puede ser empleada para un análisis comparativo de 
cualquier región de ADN genómico que presente secuencias diana comunes para los 
microorganismos de elección.  
El hecho de que el rADN está altamente conservado facilita el diseño general de los 
cebadores, sin embargo juega en contra de que exista una amplia variedad de patrones. De este 
modo, el poder discriminatorio está limitado en muchos casos para esta técnica, empleando como 
diana espacios intergénicos de genes del rARN lo cual permite la diferenciación de cepas muy 
próximas genéticamente. Esta metodología es popular para la diferenciación de bacterias 
productoras de ácido acético (Kretova y Grones, 2005; Yukphan et al., 2006; Gullo et al., 2006; 
Malimas et al., 2006). En cualquier caso los patrones de las cepas obtenidos mediante esta técnica 
son frecuentemente sobrevalorados e interpretados de forma errónea con respecto a su relevancia 
filogenética. De este modo la potencial relevancia filogenética no puede ser postulada sin la 
asignación previa del microorganismo a un grupo filogenético dado.  Estos patrones de restricción 
en sí mismos sólo dan pues información para la diferenciación de cepas. De cualquier forma esta 
metodología ha sido superada por los modernos métodos de secuenciación de rADN, que dan 
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Tabla 4: Métodos moleculares usados en la discriminación de especies 
Especies identificadas Origen Método usado Resultado Referencias 
Grupo L. casei (L. casei, L. paracasei,  
 L. rhamnosus,  L. zeae) 
 
Queso 
PCR con oligonucleotidos específicos 
para las especies (16S rRNA region V1), 
RAPD 
Buena discrminación  en ambas técnicas Ward yTimmins (1999) 
     
L. sakei, B. thermosphacta, Leuc. lactis,  Lc. 
Lactis, Leuc.  Mesenteroides,  Enterococcus sp.  
Ped.  Acidilactici,L. brevis   E. gallinarum, Lc. 
lactis BMG, L. curvatus, 
 
Salchichas 
DGGE de la PCR con primers del 16S 
rRNA  
Discriminatorio para todas cepas según 
producto y procesado 
Albano y col. (2008) 
     
L. casei, L. paracasei (ambas subespecies), L. 
rhamnosus, L. zeae, 
Probiót. de productos 
comerciales, cultivos tipo 
y cepas de referencia 
Análisis y comparación de secuencias 
de 318 pb. del gen rec A 
Satisfactorio, una discriminación clara de 
todas las cepas en diferentes ramas; 
identificación de L. casei ATCC 393 y L. casei 
ATCC 334 como L. zeae y L. paracasei, 
respectivamente 
 
Felis ycol. (2001) 
     
L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L. zeae, L. 
rhamnosus 
Cepas de referencia 
Mucosas e intestinsl 
intestinal humana 
TTGE de amplicones del 16S rRNA 
región (U1–U2) (Posición 8-357 E. coli) 
Buena discriminación con excepción de L. 
casei ATCC 393 y L. casei NCFB 173; no fue 
posible discriminar entre L. casei y L. 
paracasei 
 
Chavagnat et al. (2002) 






















































Durante 2001 y 2002 se realizó en el Laboratorio de Higiene, Inspección y Control 
Alimentario de la Facultad de Veterinaria de Lugo un proyecto de investigación aplicada que 
involucró el estudio de la vida útil de carne de ganado vacuno envasada mediante un nuevo método 
de envasado al vacío en “segunda piel” (Darfresh®). Se realizaron diversos ensayos tras lo cual se 
puso de manifiesto la extensión de la vida útil de la carne empleando este procedimiento en relación 
a la carne envasada al vacío mediante una metodología tradicional. Esta metodología de envasado 
incluía la deposición de láminas de film plástico sobre el producto a temperaturas por encima de 100 
ºC, lo cual fue considerado el origen de dicha extensión de la vida útil de la carne. Sin embargo la 
magnitud de dicha extensión así como otras características del producto no quedaban totalmente 
explicadas por ese hecho.  
Al tiempo que se había realizado este proyecto, se había realizado el aislamiento de un gran 
número de Bacterias Acido Lácticas que fueron mantenidas en congelación y que fueron aisladas 
siguiendo una sistemática de ambos tipos de producto (envasado al vacio tradicional y en 
Darfresh®) de las cuales se pudo recuperar alrededor de 100, siendo la mitad aproximadamente de 
cada método de envasado. 
Con todo lo anterior se planteó en su momento la investigación de dichos aislados con el 
objetivo de clarificar algunos de los resultados que habían sido puestos de manifiesto durante los 
estudios de envasado empleando Darfresh® y envasado clásico al vacío. Es decir, la caracterización 
de dicha colección de cepas para ver características que pudieran ser de interés al objeto de un 
posible empleo posterior, al mismo tiempo que explicaban lo observado en el envasado Darfresh®. 
Durante este proceso, una vez que se ponían a punto diversas metodologías para la caracterización 
de dichas cepas, estas metodologías eran aplicadas a otras cepas procedentes de otros estudios 

























     
  




3.1. Análisis de los polimorfismos de un solo nucleótico en el gen estructural de la 
enterocina P en cepas de Enterococcus faecium aisladas de alimentos de origen animal no 
fermentados  
Durante la realización de este trabajo han sido caracterizadas bacteriocinas producidas por 
bacterias ácido-lácticas aisladas a partir de muestras de carne y pescado frescos no fermentados. 
En concreto, para la realización de este trabajo fueron elegidas dos cepas  productoras de 
bacteriocinas (una de origen cárnico y otra obtenida a partir de pescado) con alta actividad frente a 
Listeria monocytogenes. 
Dichas cepas productoras de bacteriocinas fueron identificadas en ambos casos como 
Enteroccocus faecium, y la máxima producción de bacteriocinas por parte de estas cepas se detectó 
durante la fase estacionaria de crecimiento. 
La actividad de las bacteriocinas producidas por dichas cepas de E. faecium frente a L. 
monocytogenes se mantuvo estable dentro de un rango de pH entre 3-7 y se mantuvo asimismo 
estable en ambas cepas después de calentar a 100° C, e incluso tras calentarlas a 121 ºC durante 
15 minutos. Se detectaron en ambas cepas los genes que codifican la producción de enterocina P, 
se aisló dicho gen, y se secuenciaron dichos genes en ambas cepas de E. faecium. En estos genes 
aislados a partir de E. faecium se encontró una homología ADN/ADN de entre un 87,1% y un 97,2% 
con respecto a otros genes P de cuatro enterocinas que habían sido encontradas y publicadas 
previamente por otros autores. 
Asimismo, se detectaron en una de las cepas de E. faecium investigadas (LHICA 28-4) tres  
polimorfismos de un único nucleótido. En concreto, fueron detectados dichos poliformismos en las 
posiciones 45 (G / A), 75 (A / T), y 90 (T / C). Este hecho puede significar que los genes detectados 
durante el desarrollo de este trabajo sean diferentes a los anteriormente encontrados por otros 
autores. Además, según nuestro conocimiento, mediante este trabajo, se ha descrito por primera 
vez la producción de enterocina P por parte de E. faecium en productos alimenticios  no 
fermentados. Cabe señalar también como hecho destacado que en el caso de la cepa E. faecium 
LHICA 51, hemos demostrado el primer caso de producción de enterocina P producia por una 
bacteria ácido-láctica aislada a partir de productos de la pesca. 
Link para acceder al artículo: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mnfr.200600178/pdf 
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3.2. Caracterización molecular y estudio probiótico de cepas de Enterococcus 
faecium productoras de bacteriocinas aisladas de alimentos de origen animal no 
fermentados 
 
El objetivo del presente trabajo consistió en la  caracterización de cuatro nuevas cepas de 
enterococos productoras de bacteriocinas, aislado a partir de alimentos de origen animal no 
fermentados, con el fin de que una vez aisladas dichas cepas, pudiésemos evaluar su potencial 
aplicación como probióticos en los alimentos crudos y elaborados.  
Para este objetivo se llevó a cabo la secuenciación del gen 16S rRNA, así como el análisis de 
polimorfismos de fragmentos de ADN amplificados aleatoriamente, mediante la técnica comúnmente 
conocida como RAPD-PCR. Dicho análisis permitió la identificación y agrupación intraespecífica de 
cepas de Enterococcus faecium, que producen bacteriocinas que inhiben el crecimiento de cuatro 
especies bacterianas patógenas de origen alimentario y alterantes de dichos los alimentos 
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Carnobacterium 
maltaromaticum). Además, dichas cepas de E. faecium mostraron una capacidad probiótoca 
importante, dado que demostraron ser capaces de sobrevivir a pHs extremos (en torno a 3), así 
como a la presencia de sustancias potencialmente inhibidoras del crecimiento bacteriano con las 
que puede tener en contacto dentro del tracto gastrointestinal, como son las sales biliares, la 
pancreatina y la pepsina, así como una excelente capacidad de adhesión a las superficies, tales 
como las metales inoxidables.  
Las cepas de E. faecium evaluadas no mostraron ser productoras de hidrolasas capaces de 
deteriorar las sales biliares, ni mostraron actividad hemolítica alguna. No obstante, si mostraron 
sensibilidad a los agentes antimicrobianos clínicamente relevantes, por lo que además de sus 
efectos beneficiosos, no jugarán papel alguno en la transmisión de genes de resistencia a 
antimicrobianos a otros microorganismos presentes en la microbiota intestinal. 
En conclusión, la secuencia de ADN del gen 16S rRNA y análisis mediante la metodología 
RAPD-PCR fueron igualmente discriminatorias para la tipificación de cepas de E. faecium. Este 
trabajo también confirmó la tolerancia potencial y la supervivencia de las cepas de E. faecium 
aisladas de alimentos de origen animal no fermentados en el tracto gastrointestinal, y supone el 
primer informe sobre posibles cepas probióticas de E. faecium aislados a partir de carne no 
fermentada y productos de la pesca. Su resistencia al calor moderado abre el camino para su 
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3.3. Caracterización molecular de bacterias ácido-lácticas aisladas a partir de carne 
de ternera envasada al vacío de modo tradicional y mediante un sistema avanzado 
Para este trabajo se aislaron un total de 91 cepas de bacterias ácido-lácticas (LAB) a partir de 
50 muestras de carne de ternera, de las cuales 25 fueron envasadas al vacío de modo tradicional y 
25 fueron envasadas mediante un sistema de vacío avanzado. Los aislamientos fueron identificados 
a través de la secuenciación del ADN ribosomal 16S, mientras que la caracterización de las LAB se 
realizó mediante la amplificación al azar del ADN polimórfico (RAPD-PCR) y su posterior análisis 
cluster.  
Fueron identificadas cepas pertenecientes a diez especies bacterianas diferentes, en 
concreto: Enterococcus gilvus (22 aislamientos), E. faecium (9 aislamientos), E. casseliflavus (8 
aislamientos), E. faecalis (4 aislamientos), E. malodoratus(3 aislamientos), E. devriessei (3 
aislamientos), Lactobacillus sakei (15 aislamientos), Carnobacterium divergens (12 aislamientos), C. 
maltaromaticum (5 aislamientos) y Leuconostoc mesenteroides (8 aislamientos).  
Los perfiles de bandas de ADN obtenidas no revelaron diferencias significativas, con las 
excepciones de E. casseliflavus, E. faecalis y E. faecium, sugiriendo que el tipo de envasado no 
tiene un efecto específico en la selección de la mayor parte de la microbiota presente en la carne 
envasada. Por lo tanto, las diferencias observadas en trabajos anteriormente realizados por nuestro 
grupo investigador referentes a las diferencias en las cualidades sensoriales y en la vide útil de la 
carne de ternera envasada y conservada en los dos sistemas empelados, no puede imputarse a la 
selección de una microbiota diferente en ambos tipos de carne. Dichas diferencias deben ser 
estudiadas más en profundidad y atribuidas a otros factores en trabajos posteriores. 
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3.4. Technological Characterization of Lactic Acid Bacteria Isolated from Beef Stored 
on Vacuum-Packaged and Advanced Vacuum Skin Packaged System 
Un total de 91 bacterias ácido lácticas que fueron aisladas de carne empaquetada 
empleando vacío tradicional (42 cepas) o bien un sistema avanzado de envasado a vacío “segunda 
piel” (49 cepas) fueron caracterizadas tecnológicamente en base a los siguientes parámetros: 
producción de gas, actividad proteolítica, actividad lipolítica, producción de peróxido de hidrógeno, 
producción de histamina, producción de bacteriocinas, actividad hemolítica y resistencia térmica. 
No se encontraron diferencias significativas de la mayoría de los parámetros analizados, 
con la excepción de un número significativo de cepas productoras de bacteriocinas que fueron 
detectadas en la colección de aislados obtenidos mediante el sistema avanzado de envasado al 
vacío “segunda piel”. Sin embargo no se encontraron cepas productoras de dichas sustancias en la 
colección de cepas obtenidas de carne envasada mediante el sistema tradicional de envasado al 
vacío. 
Las cepas de bacterias ácido lácticas aisladas de carne envasada mediante el sistema de 
envasado “segunda piel” también mostraron una mayor resistencia térmica que las bacterias ácido 
lácticas aisladas de la carne empaquetada mediante el sistema de vacío tradicional. De este modo, 
en ensayos de determinación del valor D, o tiempo de reducción decimal, a 55 ºC, las cepas 
aisladas del sistema de envasado “segunda piel” arrojaron un valor D medio de 14,09 minutos frente 
a los 11,17 minutos determinados para el caso de las cepas aisladas de la carne empaquetada al 
vacío con el sistema tradicional. Análogamente a 60 ºC el valor fue de 6,87 minutos para el caso del 
sistema avanzado “segunda piel” frente a 4,69 minutos para las cepas obtenidas de la carne 
empaquetada mediante el tradicional de vacío. 
Este estudio ha comparado las características tecnológicas de las cepas de bacterias ácido 
lácticas aisladas de carne empaquetada mediante estos dos tipos de sistemas de empaquetado 
tradicional al vacío y “segunda piel”. Estudios previos han puesto de manifiesto el hecho de que la 
carne envasada mediante este último sistema tiene una mayor vida útil. Aunque la mayoría de los 
parámetros tecnológicos determinados en las bacterias ácido lácticas aisladas de la carne 
empaquetada mediante estos dos métodos no muestran diferencias significativas, la existencia de 
un cierto número de cepas productoras de bacteriocinas así como la mayor resistencia térmica 
dentro de la colección de cepas obtenidas de la carne envasada mediante el sistema avanzado de 
envasado al vacío “segunda piel” podrían explicar la mayor vida útil de la carne empaquetada 
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En trabajos precedentes desarrollados por nuestro grupo de Investigación se ha podido 
determinar la mayor vida media de productos envasados mediante sistemas avanzados de 
envasado al vacío  en “segunda piel” empleando Darfresh tanto para el caso del envasado de carne 
fresca (Barros-Velázquez, et al 2003, Vázquez, et al 2004), como para el caso del envasado de 
alguna especie de pescado (Pérez-Alonso, F. et al 2004). Otros autores también han corroborado 
las bondades relacionadas con este sistema de envasado (Lagersted et al 2011). Sin embargo a 
pesar de poder establecer con cierta claridad la mayor extensión de la vida útil de estos productos 
mediante el empleo de este sistema avanzado de envasado, el origen preciso de esta mayor 
extensión de la vida útil no está del todo clarificado. 
 A partir de los trabajos de Barros-Velázquez y Vázquez se obtuvieron un total de 91 cepas 
de Bacterias Ácido Lácticas (BAL) aisladas de carne envasada al vacío tradicional y envasada con 
el sistema Darfresh®. La principal idea que parecía interesante investigar entonces, era buscar qué 
aspectos caracterizaban a la microbiota que de una u otra forma se había seleccionado a partir de 
las condiciones creadas por el sistema de envasado Darfresh®, y ver cuáles de sus propiedades nos 
guiaban cara a entender la mayor durabilidad de la carne envasada mediante este avanzado 
método de envasado. 
Se iniciaron entonces una serie de pruebas que en las últimas décadas han sido puestas de 
manifiesto como de vital importancia para justificar la protección que las BAL ofrecen a los alimentos 
fermentados en los que con frecuencia se encuentran: una de estas pruebas es la determinación de 
la producción de bacteriocinas o sustancias con un efecto antagónico frente a patógenos como 
pueden ser Listeria monocytogenes o Staphylococcus aureus. Pronto se pudo constatar la 
existencia de cepas de enterococos aisladas de carne envasada mediante el sistema Darfresh® 
productoras de estas sustancias, siendo en un primer momento el método de determinación de 
carácter fenotípico. También paralelamente otras cepas de enterococos obtenidas de pescado 
fresco manipulado en nuestro laboratorio fueron halladas como productoras de bacteriocinas. Un 
aspecto básico lo supuso el hecho de no ser cepas que se encontraron en alimentos fermentados 
(Arlindo et al 2006), sino aisladas a partir de alimentos conservados, y sin las características típicas 
de los productos fermentados. Dado el interés suscitado ya en un primer momento al respecto de 
este hallazgo, se aborda la identificación más precisa de estas cepas y también la identificación a 
nivel molecular del tipo de bacteriocina que se trataba. Dado que se trataba de enterococos, ya se 
pensó inicialmente en la producción de las bacteriocinas típicas de Enterococcus como son las 
enterocinas. Se llevó a cabo esta identificación mediante el empleo de la reacción en cadena de la 
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polimerasa con el uso de cebadores específicos para determinar la producción de estas sustancias 
como son: EntA, EntB, EntL50, EntL50 (2), EntQ, ORF, y mun1. El uso de estos cebadores permitió 
en su momento descartar la presencia de la enterocina A, enterocina B, enterocina L50A, enterocina 
L50B, enterocina Q, mundticina KS, y enterocina CRL35. Sin embargo, el empleo de los cebadores 
EntP y EntP2 permitieron la visualización de productos de amplificación de 120 y 132 pares de base 
(pb), confirmando la presencia de la estructura del gen de la enterocina P en cepas obtenidas de 
carne y pescado. 
Un análisis pormenorizado de estas secuencias identificadas, ha permitido profundizar en la 
caracterización molecular del mecanismo genético de producción de enterocina P por estas cepas, 
al identificarse la presencia de tres SNPs (Single Nucleotide Polimorphism) o polimorfismos de un 
único nucleótido, que no se traducen en un cambio de la secuencia de los aminoácidos, 
encontrándose dichos SNPs en las posiciones 45 (G/A), 75 (A/G), y 90 (T/C). La coexistencia de 
dos nucleótidos en dicho loci encontrados en este estudio para el gen estructural de la enterocina P 
de la cepa de Enterococcus faecium LHICA 28-4, puede explicar la coexistencia de dos genes 
codificantes de la enterocina P en la misma cepa, probablemente asociados a diferentes plásmidos. 
De hecho, Abriouel et al (2006) detectaron también la existencia de plásmidos que codifican para la 
enterocina P. Además, estos autores descubrieron que estas dos copias del gen estructural de la 
enterocina P, pueden coexistir en dos plásmidos diferentes de ca. 26 y 35–38 kb en cepas de E. 
faecium UJA6, UJA8, UJA9 y cepa UJA13. Sin embargo, estos autores no aportaron secuencias 
para verificar qué partes de dichos genes codificantes para la producción de enterocinas P son 
similares y qué partes no lo son. 
El aislamiento y caracterización de cepas de BAL productoras de bacteriocinas puede 
constituir un interesante avance para el descubrimiento de nuevas cepas de Enterococcus que 
pueden ser empleadas como probióticos. Por esto, se procedió a realizar otros estudios para 
evidenciar el potencial como probióticos de las cepas productoras de enterocinas aisladas de carne 
envasada mediante el sistema Darfresh® y de pescado conservado, cuyas secuencias genéticas 
fueron caracterizadas en el trabajo precedente de Arlindo et al (2006). Para elucidar el potencial de 
una cepa, al objeto de ser empleada como probiótico, es necesario llevar a cabo estudios 
suplementarios de caracterización. En este sentido, hay que tener en cuenta la acidez del estómago 
y la acción de la pepsina, ya que son conocidas como barreras efectivas contra la entrada y 
supervivencia de bacterias en el tracto intestinal (Huang y Adams 2004). En general el pH del 
estomago varía de 2,5 a 3,5 (Huang y Adams 2004), por lo que encontrar cepas capaces de 
soportar dichas condiciones de acidez sigue siendo un desafío a día de hoy. En este sentido, 
valores de pH comprendidos en los rangos de 1 a 5 han sido considerados para evaluar in-vitro la 
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tolerancia al ácido de ciertas especies de Lactobacilus y Bifidobacterias con efecto probiótico 
(Huang y Adams 2004). Los resultados obtenidos en nuestro estudio (Hosseini et al 2009) indican 
que todas las cepas estudiadas resisten un pH de 4.0, sufren una ligera reducción a pH 3.0 y no se 
observa supervivencia a pH 2.0. Dichos resultados son similares a los obtenidos por otros autores, 
los cuales no observaron células viables en otras bacterias probióticas a pH 2.0  (Zarate y col. 2000; 
Huang y Adams 2004; Klingberg y col. 2005; Paramithiotis y col. 2006). Sin embargo, la 
combinación de los probióticos con ciertos ingredientes de los alimentos puede mejorar la viabilidad 
de estos microorganismos a su paso por el estomago, puesto que ejercen un efecto protector a 
modo de escudo, incluso contra el ataque de la pepsina (Charteris y col. 1998; Wang y col. 1999; 
Zarate y col. 2000; Huang y Adams 2004). 
Las bacterias que hayan superado la barrera gástrica tienen que resistir también en su 
tránsito por el intestino, que constituye una segunda barrera para los probióticos. Dado que el pH 
del intestino delgado está en un rango de entre 7.0 a 8.5 (Thomson y col. 2003), aunque es 
favorable para la supervivencia de los probióticos, se debe de tener en cuenta en este tránsito la 
presencia de pancreatina y sales biliares que pueden tener un efecto negativo sobre los probióticos. 
Por eso, para la selección de bacterias como probióticos para las personas, varios autores 
recomiendan testar su resistencia a varias concentraciones de estas sustancias así como a 
diferentes pHs (Gilliland y col. 1984). En nuestro estudio, las 4 cepas empleadas resultaron ser 
resistentes al efecto de las sales biliares. Además, todas demostraron ser muy resistentes al efecto 
de la pancreatina a pH 3.0, aunque una pequeña reducción en la viabilidad se observó tras 4 horas 
de exposición. Resultados similares habían sido observados también para la pepsina a pH 3.0. 
Estos resultados indican que las cuatro cepas pueden resistir a la acción de la pepsina y 
pancreatina durante su tránsito por el tracto gastrointestinal. Estos resultados son 
considerablemente destacables, pues son los primeros que aparecen en la literatura científica. 
Avalan un muy prometedor uso de estas cepas de Enterococos como probióticos.  
  La capacidad de las bacterias probióticas para adherirse a las superficies es un factor 
importante y requerido para la colonización del sustrato (Alander y col. 1997) y constituye también 
una condición para la exclusión competitiva de los entero-patógenos (Alander y col. 1997; Forestier 
y col. 2001; Lee y col. 2003), además de brindar inmunidad al hospedador (Ouwehand y col. 1999; 
Plant y Conway 2002). Por lo tanto, hemos examinado in-vitro la capacidad de las 4 cepas 
reseñadas para adherirse a la superficie de un metal inoxidable (Giaouris y col. 2005; Paramithiotis 
y col. 2006). Los resultados obtenidos en nuestro estudio (Hosseini et al 2009) demuestran que las 
4 cepas poseen una capacidad de adhesión moderada, lo que en la escala indica su capacidad para 
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adherirse a la mucosa del tracto gastro-intestinal, resultando beneficioso el poder desplazar por 
competencia la microbiota indeseable. 
 Paralelamente, (junto con el estudio de las cepas productoras de bacteriocinas que han 
arrojado características muy reseñables y han sido objeto de las dos primeras publicaciones de esta 
tesis) se ha trabajado en la caracterización de las 91 cepas aisladas de la carne. Para ello, y de 
forma tradicional en microbiología, se llevó a cabo una caracterización bioquímica mediante kits 
miniaturizados. Sin embargo el empleo de métodos fenotípicos, como el estudio de características 
como por ejemplo la fermentación de los azúcares, han sido acusados por algunos autores de ser 
métodos poco fiables y que puede dar lugar en ocasiones a resultados erróneos (Albano y col., 
2009). Por eso a continuación se realizó también la identificación mediante la secuenciación del gen 
del 16SrRNA, mediante el empleo de los cebadores universales propuestos por Mc Cabe et al 
(1999). Igualmente, para estudiar los distintos genotipos y elucidar la posible presencia de clones de 
bacterias específicas de un sistema de envasado concreto, se estudiaron los distintos genotipos 
mediante el empleo de la Reacción en Cadena de la Polimerasa empleando un cebador aleatorio 
(RAPD-PCR), el cual se ha reconocido como un método viable para la identificación de especies de 
BAL (Kostinek et al 2005, Catzeddu et al 2006). En nuestro caso el cebador empleado M13 había 
sido propuesto por Andrighetto et al (2001). Los géneros Enterococcus, Carnobacterium, 
Leuconostoc y Lactobacillus representaron la microbiota existente aislada tanto de muestras de 
carne envasada en vacío tradicional como envasada mediante el sistema Darfresh® (Samuel et al 
2011), siendo Enterococcus el género dominante en ambos tipos de envasado. Este predominio en 
la carne fresca ya había sido observada por otros autores (Yost y Natress, 2002, Jones, 2004, 
Chenoll, 2006). Sin embargo, a pesar de que se ha podido caracterizar toda la microbiota, el análisis 
de los clusters de cepas caracterizadas mediante RAPD-PCR y agrupadas usando el método de 
media aritmética no ponderada, o bien el análisis filogenético a partir de las secuencias obtenidas 
del gen 16SrRNA, no ha permitido arrojar suficiente luz sobre el hecho de que a nivel molecular o 
genético se pueda determinar la presencia de ciertos Géneros bacterianos, especies, clones o 
grupos de bacterias más adaptados a alguno de los dos sistemas de envasado de carne de los que 
se han aislado las cepas originalmente. Si bien unas pocas cepas de Enterococcus gilvus han 
mostrado idénticos perfiles de RAPD-PCR en el mismo sistema de envasado, esto no es suficiente 
para sugerir una selección de un tipo de microbiota específica, puesto que también algunas cepas 
de E. gilvus, C. divergens y L. mesenteroides mostraron genotipos idénticos para ambos tipos de 
envasado. Por todo esto, la caracterización genética de las cepas con las sistemáticas empleadas, 
no permite justificar que el envasado seleccione un tipo de microbiota específica que sea 
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responsable de características como la mayor vida útil de la carne envasada mediante el sistema 
Darfresh®.  
 Dadas las especiales características del sistema de envasado Darfresh®, en donde el 
empaquetado se hace mediante un film plástico que es precalentado a temperaturas por encima de 
los 100 ºC (Barros-Velazquez et al 2003), y que inmediatamente se deposita suavemente sobre la 
superficie de la carne, conlleva un tratamiento térmico en la superficie de la carne que sin duda 
debería de incidir en la microbiota presente allí. Por eso también se consideró, dentro de la 
caracterización fenotípica de las cepas BAL estudiadas en la presente tesis Doctoral, el hacer otras 
pruebas adicionales como es la estimación de la resistencia térmica (Miranda et al 2014), 
conjuntamente con otras típicas pruebas de determinación del carácter homo o heterofermentativo, 
actividad proteolítica, y lipolítica, y producción de peróxido de hidrógeno. Se hipotetizó que alguna 
de estas pruebas quizás podrían arrojar datos que ayudasen a responsabilizar a la microbiota de la 
mayor durabilidad de la carne empaquetada mediante el sistema Darfresh®. Los datos obtenidos 
para el carácter proteolítico o lipolítico de las cepas, no arrojaron resultados concluyentes que 
pudieran diferir entre las cepas aisladas a partir de uno u otro tipo de empaquetado. Sin embargo, 
caso aparte lo supuso la resistencia térmica, medida como el valor D a 60 ºC y a 55 ºC, en donde se 
apreciaron diferencias significativas entre las cepas obtenidas a partir de cada uno de los métodos 
de empaquetado. La mayor resistencia térmica se obtuvo con las cepas aisladas de carne 
empaquetada mediante el sistema Darfresh®: 14,09 minutos frente a 11,17 minutos a 55 ºC y 6,87 
minutos frente a 4,64 minutos a 60 ºC. 
 Probablemente acompañando a la mayor resistencia térmica que muestran las cepas 
aisladas de carne envasada en Darfresh®, vayan otras características como muy bien pudiera ser la 
producción de bacteriocinas lo cual de algún modo podría justificar la mayor conservabilidad de la 
carne envasada mediante este sistema. De hecho estas dos características (mayor resistencia 
térmica y mayor número de cepas productoras de bacteriocinas) son las que diferencian ambos 





     


















1) Se ha conseguido identificar por primera vez cepas de enterococos productores de bacteriocinas 
(Enterocina P) procedentes de productos no fermentados de origen animal, carne y pescado. El 
estudio molecular de los mecanismos de producción de estas bacteriocinas permitió determinar la 
existencia de polimorfismos de un único nucleótido, así como establecer la coexistencia de varios 
genes productores de bacteriocinas en una misma cepa bacteriana. 
 
2) Las cepas productoras de bacteriocinas aisladas de muestras de carne y pescado no 
fermentados mostraron unas características de resistencia a sales biliares, pepsina, pancreatina, pH 
ácido, así como una tolerancia al calor, y capacidad de adhesión y resistencia a antimicrobianos que 
permiten considerarlas como potenciales candidatos para su posible empleo como probióticos. 
 
3) Se han caracterizado a nivel molecular colecciones de cepas de Bacterias Acido Lácticas 
procedentes o bien de carne fresca envasada al vacío mediante un método tradicional o bien 
mediante un sistema avanzado de envasado al vacío en segunda piel, empleando secuenciación del  
gen 16S RNA, así como mediante amplificación polimórfica al azar empleando cebador aleatorio 
(M13). La amplificación polimórfica al azar empleando el cebador M13 permitió la caracterización de 
los diferentes clones de los distintos géneros aislados, no permitiendo discernir ningún clon 
característico de ninguno de los dos sistemas de envasado. El género predominante entre los 
identificados en ambas colecciones de cepas fue Enterococcus, seguido de Lactobacillus,  
Carnobacterium y Leuconostoc. 
 
4) La caracterización tecnológica de las cepas de Bacterias Acido Lácticas obtenidas de carne 
envasada ha arrojado diferencias significativas en el número de cepas productoras de bacteriocinas 
que siempre fueron identificadas a partir de carne fresca envasada mediante un sistema avanzado 
de envasado al vacío en segunda piel. Asimismo se encontraron diferencias significativas entre 
ambos grupos de Bacterias Acido Lácticas en relación a su resistencia térmica, siendo 
significativamente más altos los valores medios de los tiempos de reducción decimal en la colección 
de bacterias aisladas de la carne envasada mediante un sistema avanzado de envasado al vacío en 
segunda piel tanto a 55 como a 60 ºC. Estos resultados podrían en parte explicar la mayor 
durabilidad observada en la carne envasada en mediante el sistema avanzado de envasado en 
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